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Abkürzungsverzeichnis 
Wenn möglich, wurde die deutsche Übersetzung für die jeweiligen Abkürzungen verwen-
det. In Ausnahmefällen wurden die englischen Fachtermini beibehalten. Auf die kursive 
Schreibweise der englischsprachigen Begriffe wurde im Abkürzungsverzeichnis aus 
Übersichtsgründen verzichtet. 
 
AMD  Altersbedingte Makuladegeneration 
BSA  Rinderserumalbumin 
C3aR  C3a-Rezeptor 
C3G  C3-Glomerulopathie 
C5aR  C5a-Rezeptor 
CD  Cluster of Differentiation 
CEWA  Kombinierte ELISA und Western Blot Analyse 
CRP  C-reaktives Protein 
DAMPs Schadenassoziierte molekulare Muster 
DAF  Decay Accelerating Factor 
DDD  Dense Deposit Disease  
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  
DPBS  Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline  
EZM  Extrazelluläre Matrix 
EGTA  Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure 
ELISA  Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest 
FACS  Fluorescence Activated Cell Sorting 
fB  Faktor B 
fD  Faktor D 
fH  Faktor H 
FHL-1  Factor H-like Protein 1 
FHR  Faktor H verwandtes Protein 
fP  Properdin 
FBS  Fötales Rinderserum 
HEK  Menschliche embryonale Nierenzellen 
hiS  Hitzeinaktiviertes Serum 
HRP  Meerrettichperoxidase 
HUVEC Humane Nabelschnurendothelzellen 
IC  Isotyp-Kontrolle 
IL  Interleukin 
IMDM  Iscove's Modified Dulbecco's Medium 
kb  Kilobasenpaar 
KD  Dissoziationskonstante 
kDa  Kilodalton 
LPS  Lipopolysaccharid 
MAA  Malondialdehyde-Acetaldehyd 
MACS  Magnetic Activated Cell Sorting 
MASP  MBL-assoziierte Serinprotease 
MBL  Mannose-bindendes Lektin 
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MCP  Monocyte Chemoattractant Protein 
MDA  Malondialdehyd 
MFI  Mittlere Fluoreszenzintensität 
MHC  Haupthistokompatibilitätskomplex 
MPGN  Membranoproliferative Glomerulonephritis 
NHS  Normales humanes Serum 
ns  nicht signifikant 
OD   Optische Dichte 
OSEs  Oxidationsspezifische Epitope 
PAMPs Pathogen-assoziierte molekulare Muster 
PBMC  Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 
PBS  Phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
PTX3  Pentraxin 3 
PEI  Polyethylenimin 
PRR  Mustererkennenungsrezeptor 
Rpm  Umdrehungen pro Minute 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute Medium 
RT  Raumtemperatur 
SCR  Short Consensus Repeat  
SLE  Systemischer Lupus Erythematodes 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Sh-BSA Sham treated-BSA 
SNP  Einzelnukleotidpolymorphismus 
TCC  Terminaler Komplementkomplex 
TGF  Transformierender Wachstumsfaktor 
TMB  3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin 
TNF  Tumornekrosefaktor 
Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TSR  Thrombospondin Repeats Type I 
URD  Urgent Regulation of Damage  
Ü.N.  Über Nacht
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Zusammenfassung 
Ein intaktes Komplementsystem ist als zentraler Teil der angeborenen Immunantwort 
essentiell für die Aufrechterhaltung der Immunhomöostase. Die selbstamplifizierende 
Kaskade muss jedoch engmaschig reguliert werden, um den Organismus einerseits ef-
fizient vor pathogenen Erregern und der Schädigung durch körpereigenes modifiziertes 
Material zu verteidigen, aber andererseits um gesundes Gewebe zu schützen. Zu die-
sem Zweck exprimiert der menschliche Körper eine Vielzahl an Proteinen, welche die 
Kaskade auf unterschiedlichen Ebenen regulieren. Ein wichtiges Regulatorprotein ist der 
Komplementaktivator Faktor H verwandtes Protein 5 (FHR5). Genetische Veränderun-
gen im CFHR5 Gen wurden bereits mit der schwerwiegenden Nierenkrankheit C3-Glo-
merulopathie (C3G) assoziiert; jedoch sind sowohl die exakte Rolle von FHR5 bei der 
Pathogenese der Erkrankung als auch die physiologische Funktion des Proteins nicht 
vollständig verstanden. Ziel dieses Promotionsprojekts war es daher, ein tieferes Ver-
ständnis der Wirkungsweise von FHR5 zu erlangen und zu untersuchen, wie FHR5 in 
die Pathogenese von C3G involviert ist.  
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass FHR5 in geschädigten Glomeruli von C3G Patienten 
abgelagert und die FHR5 Konzentration im Serum bei C3G erhöht ist. FHR5 bindet an 
oxidationsspezifische MAA-Epitope, die auf veränderten Mesangialzellen exponiert wer-
den sowie an die extrazelluläre Matrix-Komponente Laminin-521 entlang der glomerulä-
ren Basalmembran. Ist FHR5 an MAA-Epitope bzw. Laminin gebunden, aktiviert es das 
Komplementsystem und initiiert die Spaltung des Komplementproteins C3. Allerdings 
konkurriert FHR5 bei der Bindung an MAA-Epitope mit dem Komplementinhibitor Fak-
tor H und reduziert so dessen Kofaktoraktivität auf der oxidationsspezifischen Oberflä-
che. Unter physiologischen Bedingungen könnte dieses Gleichgewicht der gebundenen 
Modulatoren lokale Prozesse steuern. Zusätzlich moduliert oberflächengebundenes 
FHR5 den zellulären Teil des angeborenen Immunsystems. FHR5 induziert in Monozy-
ten die Sekretion von proinflammatorischem TNFα, hemmt die Freisetzung von antiin-
flammatorischem IL-10 und unterstützt die Phagozytose apoptotischen Materials. Unter-
suchungen an primären Mesangialzellen zeigen weiterhin, dass FHR5 keinen Einfluss 
auf intakte Nierenzellen hat und per se keine Zellschäden induziert. Sind die Zellen je-
doch bereits vorgeschädigt, verstärkt FHR5 die Schädigung.  
Anhand dieser Daten wird postuliert, dass FHR5 unter physiologischen Bedingungen an 
der raschen Eliminierung von modifiziertem körpereigenem Material beteiligt ist. Das 
präzise abgestimmte Gleichgewicht der Komplementregulatoren FHR5 und Faktor H bei 
der Bindung an lokal begrenzte, veränderte Oberflächen ist bei der Aufrechterhaltung 
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der Immunhomöostase essentiell. Kommt es jedoch unter pathophysiologischen Um-
ständen bei C3G Patienten zur Akkumulation von MAA-Epitopen und zur Exposition von 
Laminin-521 im Glomerulus, wird FHR5 dort abgelagert, verursacht eine übermäßige 
Komplementaktivierung sowie proinflammatorische Bedingungen und induziert weitere 
renale Schäden.  
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Summary  
The intact complement system is a central part of the innate immune response and cru-
cial to maintain immune homeostasis. In order to defend the human body against path-
ogenic microbes or modified endogenous material and to protect healthy tissue, the self-
amplifying cascade needs to be tightly regulated. Due to this, humans express plenty of 
complement regulatory proteins, which act at different levels. One important regulatory 
protein is the complement activator Factor H Related Protein 5 (FHR5). Mutations within 
the CFHR5 gene are associated with the devastating kidney disorder C3-glomerulopathy 
(C3G). However, the exact role of FHR5 in the pathogenesis of C3G as well as the phys-
iological function of FHR5 remains unknown. Thus, the aim of this project was to shed 
light on the physiological function of FHR5 and to investigate how FHR5 is involved in 
the pathogenesis of C3G.  
The present study shows that FHR5 is deposited in glomeruli of C3G patients and that 
the FHR5 concentration in serum is elevated in C3G. FHR5 binds to oxidation specific 
Malondialdehyde-Acetaldehyde (MAA)-epitopes which become exposed on the surface 
of damaged mesangial cells. Furthermore, FHR5 binds to the extracellular matrix com-
ponent Laminin-521 at the glomerular basement membrane. MAA- and Laminin-bound 
FHR5 activates complement and increases the cleavage of the central complement pro-
tein C3. However, FHR5 competes with the complement inhibitory protein Factor H for 
MAA-epitope binding and reduces its cofactor activity on the oxidation specific surface. 
Under physiological conditions, the balance of bound FHR5 and Factor H could control 
local processes. In addition, surface bound FHR5 modulates cellular parts of the innate 
immune system. FHR5 induces the secretion of proinflammatory TNFα by monocytes 
and reduces the generation of antiinflammatory IL-10. Moreover, FHR5 supports the 
phagocytosis of apoptotic cells by monocytes. Experiments with primary mesangial cells 
show that FHR5 does not influence the viability of intact renal cells. However, if the cells 
are already harmed FHR5 increases the cell damage.  
In conclusion, these data indicate that FHR5 is involved in the rapid elimination of  mod-
ified endogenous material. The precise balance of FHR5 and Factor H binding to locally 
generated modified self-surfaces is essential in maintaining the immune homeostasis. In 
contrast, under pathophysiological conditions in C3G, MAA-epitopes accumulate and 
Laminin-521 becomes exposed within the glomerulus. As a consequence, FHR5 is de-
posited at these sites, triggers excessive complement activation and proinflammatory 
conditions and increases renal injury.  
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1 Einleitung 
1.1 Das humane Immunsystem  
Das menschliche Immunsystem (lat. Immunis = frei, rein), das im Volksmund häufig als 
„Wächter der Gesundheit“ bezeichnet wird, ist ein komplexes und lebenswichtiges Netz-
werk aus Organen, Geweben, Zellen und humoralen Komponenten, das den Organis-
mus hocheffizient vor exogenen und endogenen Bedrohungen schützt. Ein solches Sys-
tem wird benötigt, da der Mensch in ständigem Austausch mit seiner Umwelt steht und 
somit kontinuierlich einer Vielzahl an potentiell krankmachenden Mikroorganismen, 
Schadstoffen und Toxinen ausgesetzt ist. Darüber hinaus entsteht innerhalb des Orga-
nismus permanent eine enorme Menge an verändertem Material, welches erkannt und 
unverzüglich eliminiert werden muss. Hierzu zählen beispielsweise apoptotische oder 
maligne Zellen sowie Zelldebris. Intakte und gesunde Körperstrukturen müssen aller-
dings zeitgleich effektiv vor der Erkennung durch das Immunsystem geschützt werden 
(1-5).  
Klassischerweise unterscheidet man bei der Betrachtung des humanen Immunsystems 
zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort. Das Zusammenwirken beider Sys-
teme ist jedoch essentiell, um eine potente Immunantwort auszulösen und die Integrität 
des Organismus aufrechtzuerhalten (6). 
 
1.1.1 Die angeborene Immunantwort  
Das angeborene Immunsystem ist der phylogenetisch ältere Teil des Immunsystems 
und bereits in primitiven multizellulären Organismen vorhanden. Es repräsentiert die 
erste immunologische Verteidigungslinie und besteht aus mehreren unterschiedlichen 
Komponenten. Zunächst bilden mechanische und chemische Barrieren einen effektiven 
Schutz gegen das Eindringen von Mikroorganismen. Zu diesen Barrieren zählen unter 
anderem intakte Epithelschichten, deren Zellen durch Zell-Zell-Kontakte (z.B. tight junc-
tions) eng verbunden sind, sowie Mukusschichten, welche das Adhärieren von Mikroor-
ganismen verhindern (7-9).  
Werden diese anatomischen Barrieren dennoch von Pathogenen überwunden, so ver-
fügt das angeborene Immunsystem über ein Repertoire an zellulären und humoralen 
Komponenten, welche die Erreger frühzeitig eliminieren und den Organismus auf diese 
Weise vor schwerwiegenden Infektionen schützen. Der zelluläre Teil umfasst mehrere 
Zelltypen, die durch die Expression von, in der Keimbahn kodierten, Mustererken-
nenungsrezeptoren (PRR) in der Lage sind, konservierte Strukturen auf der 
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Erregeroberfläche (Pathogen-assoziierte molekulare Muster, PAMPs) zu erkennen. Zu 
den Zellen des angeborenen Immunsystems zählen dendritische Zellen, Monozyten, 
Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen sowie natürliche Killerzellen. Da PAMPs Mik-
roorganismen-spezifisch vorkommen und somit im Wirtsorganismus nicht präsent sind, 
führt die Detektion solcher Muster zur Aktivierung von Signalkaskaden und zum Auslö-
sen einer Immunantwort. So führt die Stimulation von PRRs zur Phagozytose-Induktion 
bei Phagozyten, zur Freisetzung von antimikrobiellen Substanzen oder zur Sekretion 
von Zyto- und Chemokinen (1, 2, 7, 10). Neben körperfremden PAMPs existieren auch 
endogene Moleküle (schadenassoziierte molekulare Muster, DAMPs), die als Antwort 
auf Zelltod oder -stress aus dem Zellinneren freigesetzt werden und zur Aktivierung von 
PRRs führen. Dies gewährleistet die Beseitigung von apoptotischem und nekrotischem 
Zellmaterial und ist daher für die Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase von zentra-
ler Bedeutung (11, 12). 
Eine essentielle Komponente des humoralen Teils des angeborenen Immunsystems ist 
das sogenannte Komplementsystem. Hierbei handelt es sich um eine komplexe Protein-
kaskade, deren Aktivierung eine Vielzahl von Effektorfunktionen nach sich zieht und so-
mit sowohl zur Abwehr von eingedrungenen Pathogenen als auch zur Beseitigung von 
modifiziertem körpereigenem Material beiträgt (13). Die genaue Funktionsweise des 
Komplementsystems wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit beschrieben.  
 
1.1.2 Die adaptive Immunantwort  
Das adaptive Immunsystem hat sich gegenüber dem angeborenen Immunsystem evo-
lutionär später entwickelt und ist erst im Laufe der Vertebraten-Entwicklung entstanden. 
Vorteile des adaptiven Immunsystems sind die hohe Spezifität sowie die Fähigkeit zur 
Entwicklung des sogenannten immunologischen Gedächtnisses (7). Während alle Re-
zeptoren des angeborenen Immunsystems in der Keimbahn kodiert sind, können die 
Rezeptoren des adaptiven Immunsystems an das jeweilige Antigen angepasst werden. 
Dies wird durch komplexe Rekombinationsprozesse von Gensegmenten (somatische o-
der auch V(D)J Rekombination) während der Lymphozyten-Reifung erreicht. Die Antwort 
des adaptiven Immunsystems benötigt jedoch im Gegensatz zur unmittelbaren Reaktion 
der angeborenen Immunantwort mehrere Tage (2, 9, 14).  
Wie beim angeborenen Immunsystem kann auch beim adaptiven Immunsystem zwi-
schen zellulärem und humoralem Teil unterschieden werden. Im Zentrum der zellulären 
Antwort stehen die T- und B-Lymphozyten, auch T- und B-Zellen genannt, wohingegen 
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der humorale Teil von Antikörpern (Immunglobulinen) vermittelt wird. Diese werden von 
Plasmazellen sezerniert (6, 9). 
Wie eingangs erwähnt, arbeiten das angeborene und das adaptive Immunsystem syner-
gistisch. So werden naive T-Lymphozyten zu T-Effektorzellen aktiviert, indem sie in se-
kundären lymphatischen Organen über den T-Zell-Rezeptor mit dem jeweiligen Antigen 
in Kontakt kommen. Dies geschieht über die Präsentation des Antigens auf der Oberflä-
che von antigenpräsentierenden Zellen (hauptsächlich dendritische Zellen, Makropha-
gen und B-Zellen). Durch den Antigenkontakt können sich die T-Zellen zu drei wesentli-
chen Arten von Effektorzellen differenzieren: (1) CD8+ zytotoxische T-Zellen, (2) CD4+ 
T-Helferzellen und (3) CD4+ regulatorische T-Zellen. Während zytotoxische T-Zellen die 
Apoptose von virusinfizierten Zellen induzieren, wirken T-Helferzellen, unter anderem 
durch die Sekretion spezifischer Zytokine, modulierend auf andere Zelltypen wie z.B. B-
Zellen oder Makrophagen. Hauptaufgabe der regulatorischen T-Zellen ist die Suppres-
sion der Immunantwort; sie nehmen somit eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhal-
tung der Immunhomöostase ein (1, 9, 15).  
Die Aktivierung von B-Zellen erfolgt vorwiegend über zwei Signale. B-Lymphozyten bin-
den zunächst ein spezifisches Antigen über den oberflächengebundenen B-Zellrezeptor, 
welcher die membrangebundene Form eines Antikörpers repräsentiert. Anschließend 
wird das Antigen prozessiert und dessen Fragmente über einen MHC-Komplex auf der 
Zelloberfläche präsentiert. Die Erkennung durch spezifische T-Helferzellen führt letztlich 
zur B-Zell-Aktivierung (16). Die Aktivierung hat die Proliferation und Differenzierung der 
B-Zellen zu sogenannten Plasmazellen zur Folge, welche als Effektorzellen Antikörper 
produzieren und sezernieren. Neben der beschriebenen T-Zell-abhängigen B-Zell-Akti-
vierung existiert auch eine T-Zell-unabhängige Aktivierung. Diese Art der Aktivierung 
wird beispielsweise durch bakterielle Antigene wie Lipo-polysaccharide induziert und er-
folgt ohne T-Zell-Signal nur über die Kreuzvernetzung der membranständigen B-Zellre-
zeptoren (1, 2).  
Ein Teil der aktivierten B- und T-Lymphozyten differenziert sich zu langlebigen Gedächt-
niszellen. Bei erneutem Kontakt mit dem spezifischen Antigen differenzieren sich diese 
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1.2 Das Komplementsystem  
Das Komplementsystem ist ein zentrales Element der angeborenen Immunantwort und 
wurde bereits Ende des 19. Jahrhunderts von Hans Buchner und Jules Bordet als „hit-
zeempfindlicher Bestandteil“ des Blutplasmas beschrieben. Der Begriff „Komplement“ 
wurde wenig später von Paul Ehrlich geprägt (17). Das Komplementsystem repräsentiert 
eine komplexe Proteinkaskade, die sich aus mehr als 60 Komponenten zusammensetzt, 
welche entweder als lösliche Form im Blut zirkulieren oder membrangebunden auf kör-
pereigenen Zellen lokalisiert sind (13). Die Synthese von zirkulierenden Komplement-
proteinen erfolgt hauptsächlich durch Hepatozyten in der Leber, jedoch sind auch viele 
andere Körperzellen wie zum Beispiel Endothel- und Epithel- sowie verschiedene Im-
munzellen in der Lage, diese zu produzieren (18, 19). Die extrahepatische Produktion 
von Komplementkomponenten dient höchstwahrscheinlich dazu, auf lokale Anforderun-
gen des jeweiligen Gewebes zu reagieren und damit inflammatorische Prozesse sowie 
zelluläre Aktivitäten zu regulieren (20).  
Heute ist bekannt, dass das Komplementsystem weit mehr als ein hitzeempfindlicher 
Bestandteil des Plasmas ist, denn es vermittelt einerseits direkte Effektorfunktionen, an-
dererseits nimmt es Einfluss auf andere Komponenten des angeborenen Immunsystems 
und moduliert die adaptive Immunabwehr (21). Ein intaktes Komplementsystem ist daher 
für die Aufrechterhaltung der Immunhomöostase und zellulären Integrität essentiell.  
Die direkten Funktionen des Komplementsystems umfassen einerseits die Eliminierung 
von Pathogenen durch Zelllyse, die Induktion von Entzündungsreaktionen sowie die Un-
terstützung von Phagozytose-Prozessen und damit die Beseitigung von Pathogenen, 
Immunkomplexen und modifiziertem körpereigenem Zellmaterial (22). Wie bereits ange-
deutet, beeinflusst das Komplementsystem zudem die adaptive Immunantwort. So sind 
beispielweise dendritische Zellen durch die Sekretion des Komplementmoleküls C3 in 
die Aktivierung von T-Zellen involviert (23). Die Anaphylatoxine C3a und C5a nehmen 
außerdem Einfluss auf die Aktivierung und Zytokin-Antwort von T-Lymphozyten, indem 
sie mit ihrem jeweiligen Rezeptor (C3aR bzw. C5aR) auf der Zelloberfläche interagieren 
und bestimmte Signalwege induzieren (24). Weiterhin spielen verschiedene Komple-
mentrezeptoren, unter anderem CD46, CD55 und CD59, eine Rolle bei der Regulation 
von T-Zellen (21, 25-27). Das Komplementsystem ist jedoch nicht nur in die Modulation 
von T-Zellen involviert, sondern nimmt auch Einfluss auf die B-Zellantwort. So spielt das 
Komplementprotein C3 eine wichtige Rolle bei der Antikörperproduktion und wird für die 
Bildung und Aufrechterhaltung von B-Gedächtniszellen benötigt. Weiterhin verstärkt das 
antigengebundene C3-Aktivierungsfragment C3d das Signalling von B-Zellen, indem es 
mit dem auf B-Zellen exprimierten Komplementrezeptor CR2 (CD21) interagiert und an 
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der Bildung eines Korezeptor-Komplexes mit CD19 und CD81 beteiligt ist (21, 28, 29). 
Insbesondere durch die Forschung der letzten zehn Jahre konnte zudem gezeigt wer-
den, dass neben der klassischen Funktion des Komplementsystems als Serumkompo-
nente ein aktives intrazelluläres Komplement (complosome) existiert (19, 30-32).  
 
1.2.1 Überblick über die Komplementkaskade  
Die Komplementkaskade kann grundsätzlich in vier Ebenen unterteilt werden (Abbildung 
1). Zunächst erfolgt die Initiation (1) des Systems über einen der drei Aktivierungswege 
(Alternativer Weg, Klassischer Weg oder Lektin Weg). Unabhängig des Aktivierungs-
wegs mündet die Komplementkaskade anschließend in die Bildung und Amplifikation 
des Enzyms C3-Konvertase (2), welches das zentrale Komplementmolekül C3 in die 
Spaltprodukte C3a und C3b spaltet. Das freigesetzte Anaphylatoxin C3a induziert dabei 
potente Entzündungsreaktionen, wohingegen C3b zur Opsonisierung von Pathogenen 
und körpereigenem Zellmaterial führt. Die Produktion von C3b bewirkt außerdem die 
Bildung des Enzyms C5-Konvertase (3), welches wiederum C5 in das inflammatorisch 
wirkende Anaphylatoxin C5a sowie C5b spaltet. Die Freisetzung von C5b leitet schließ-
lich den Terminalen Weg (4) ein und dient als Ausgangspunkt für die Synthese des so-
genannten Terminalen Komplement Komplex (TCC). Dieser vermittelt die Lyse von Pa-
thogenen durch Bildung einer lytischen Pore auf der Oberfläche (13). 
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Abbildung 1: Die Komplementkaskade. Das Komplementsystem kann in vier Stufen unterteilt 
werden. (1) Zunächst erfolgt die Initiation des Systems über einen der drei Aktivierungswege. (2) 
Alle drei Wege münden in die Bildung und Amplifikation des Enzyms C3-Konvertase (orange 
dargestellt). Dieses spaltet das Komplementprotein C3 in C3a (Anaphylatoxin) und C3b (Opso-
nin). (3) Die Freisetzung von C3b führt durch Anlagerung an die C3-Konvertase zum Aufbau der 
C5-Konvertase (orange dargestellt), welche die Spaltung von C5 in C5a (Anaphylatoxin) und C5b 
katalysiert. (4) Durch die Freisetzung von C5b wird letztlich der Terminale Weg eingeleitet. Ge-
meinsam mit den Komplementmolekülen C6, C7, C8 und C9 bildet C5b den Terminalen Komple-
ment Komplex (TCC), der zur Lyse von Pathogenen führt. Die drei wesentlichen Effektorfunktio-
nen (rot dargestellt) der Komplementaktivierung sind das Auslösen von Entzündungsreaktionen 
(Inflammation) über die Anaphylatoxine C3a und C5a, die Opsonisierung von Zielzellen durch 
C3b und die direkte Zelllyse über den TCC. Eigene Darstellung adaptiert nach (13).  
 
1.2.2 Initiation der Kaskade 
Die Komplementkaskade kann grundsätzlich entweder über den Alternativen Weg, den 
Klassischen Weg oder den Lektin Weg initiiert werden (33). Die einzelnen Initiationsme-
chanismen werden im Folgenden näher erläutert. 
Der Alternative Weg unterliegt einer kontinuierlichen Aktivität (tickover), die durch die 
spontane Hydrolyse des zentralen Komplementproteins C3 zu C3(H2O) erreicht wird. 
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Die Reaktion führt zu einer Konformationsänderung des Moleküls und bedingt die Expo-
sition neuer Bindungsstellen. Aufgrund dessen kann sich das Komplementprotein Fak-
tor B an das gebildete Produkt C3(H2O) anlagern, welches im folgenden Schritt durch 
die Serinprotease Faktor D in seine Fragmente Ba und Bb gespalten wird. Während Ba 
freigesetzt wird, bleibt Bb gebunden. Die so gebildete lösliche C3-Konvertase 
C3(H2O)Bb katalysiert anschließend die Spaltung von C3 in das inflammatorisch wir-
kende Anaphylatoxin C3a und das Opsonin C3b. Freigesetztes C3b bindet schließlich 
durch einen hochreaktiven Thioesterrest an umliegende Zelloberflächen. Dort kann sich 
erneut Faktor B anlagern und von der Serinprotease Faktor D gespalten werden. Diese 
Reaktion führt letztlich zur Bildung der oberflächengebundenen C3-Konvertase des Al-
ternativen Wegs C3bBb (13, 22, 34).   
Die Initiation des Klassischen und des Lektin Wegs ist im Gegensatz zum Alternativen 
Weg von spezifischen Aktivatoren abhängig. Beim Klassischen Weg sind diese Aktiva-
toren Immunkomplexe, welche sich durch die Interaktion von Antikörpern (IgM oder IgG) 
und Antigenen ausbilden. Der inaktive Komplementkomplex C1, bestehend aus C1q und 
jeweils zwei inaktiven Molekülen C1r und C1s, bindet über C1q an die Fc-Region der 
Antikörper in den Immunkomplexen. Diese Interaktion führt zur Aktivierung der Serinpro-
teasen C1r und C1s, woraufhin die aktivierte Protease C1s die Spaltung der Proteine C2 
und C4 in C2a bzw. C4a und C2b bzw. C4b katalysiert. Aus dieser Reaktion geht letztlich 
die C3-Konvertase des Klassischen Wegs C4bC2b hervor (13, 22, 35). Es sei jedoch 
erwähnt, dass der Klassische Weg auch antigenunabhängig durch gramnegative Bakte-
rien sowie Viren initiiert werden kann (36-38). Außerdem wurde berichtet, dass C1q auch 
direkt an veränderte körpereigene Zellen binden kann und den Klassischen Weg so ein-
leitet (39, 40).  
Der Lektin Weg ist dem Klassischen Weg ähnlich; er wird jedoch über Kohlehydratstruk-
turen auf mikrobiellen Oberflächen aktiviert. Diese Strukturen sind auf körpereigenen 
Zellen nicht vorhanden und werden durch Mannose-bindendes Lektin (MBL), Collec-
tin-11 oder Ficoline erkannt. Die Interaktion führt zur Komplexbildung mit MBL-assoziier-
ten Serinproteasen (MASPs) und bewirkt so die enzymatische Spaltung von C2 und C4 
durch MASP-2. Wie beim Klassischen Weg führt dies zur Generierung der C3-Konver-
tase C4bC2b (13, 41, 42).  
Es muss jedoch erwähnt werden, dass durch die heutige Datenlage nicht mehr von einer 
strikten Trennung der drei Aktivierungswege ausgegangen werden kann. So könnten 
zum Beispiel Antikörper ebenfalls zur Aktivierung des Lektin Wegs führen oder Pro-
teasen der MASP-Familie in die Aktivierung des Alternativen Wegs involviert sein (41, 
43-46). Außerdem gibt es Hinweise, dass auch extrinsische Proteasen, vor allem 
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Proteasen aus der Koagulationskaskade, die Komplementproteine C3 und C5 aktivieren 
können (41).  
 
1.2.3 C3-Konvertase     
Je nach Aktivierungsweg wird entweder die C3-Konvertase C3bBb (Alternativer Weg) 
oder C4bC2b (Klassischer Weg und Lektin Weg) gebildet. Unabhängig des Aktivierungs-
wegs katalysiert eine oberflächengebundene C3-Konvertase die Spaltung des Komple-
mentproteins C3 in die Aktivierungsfragmente C3a und C3b. C3a ist ein Anaphylatoxin 
und wirkt proinflammatorisch über den spezifischen G-gekoppelten Rezeptor C3aR. Auf 
diesem Weg bewirkt C3a beispielsweise die Rekrutierung von Leukozyten, die Histamin-
Freisetzung aus Mastzellen oder führt zur Vasodilatation. Weiterhin wirkt es modulierend 
auf die adaptive Immunantwort, erhöht die Kontraktion der glatten Muskulatur und ver-
mittelt selbst eine antimikrobielle Wirkung (13, 24, 47-49). Das Opsonin C3b bindet hin-
gegen über eine Thioesterbindung kovalent an Pathogenoberflächen oder verändertes 
körpereigenes Material und markiert dieses so für die darauffolgende Phagozytose. 
Oberflächengebundenes C3b dient darüber hinaus als Ausgangspunkt für die Formation 
neuer C3-Konvertasen und führt so zur Amplifikation der Kaskade (amplification loop). 
Vor allem aufgrund dieser selbst-amplifizierenden Wirkung ist die Regulation des Kom-
plementsystems essentiell (13).   
 
1.2.4 C5-Konvertase   
Im weiteren Verlauf der Komplementkaskade kommt es durch Anlagerung von C3b an 
bestehende C3-Konvertasen zur Bildung von C5-Konvertasen. Je nach Aktivierungsweg 
entsteht dabei entweder die C5-Konvertase des Alternativen Wegs C3bBbC3b oder die 
des Klassischen bzw. des Lektin Wegs C4bC2bC3b. Beide Formen katalysieren die 
Spaltung des Komplementproteins C5 in C5a und C5b (13). C5a ist ebenfalls ein Ana-
phylatoxin und induziert proinflammatorische Reaktionen über den spezifischen G-ge-
koppelten Rezeptor C5aR. Es vermittelt dabei ähnliche Effektorfunktionen wie C3a. Die 
Freisetzung von C5b leitet den Terminalen Weg ein (22, 49).  
 
1.2.5 Terminaler Weg 
Das aus der C5-Spaltung resultierende Fragment C5b dient als Ausgangspunkt für die 
Bildung des Terminalen Komplement Komplex (TCC). C5b bildet zunächst zusammen 
mit dem Komplementprotein C6 einen Komplex (C5bC6), welcher sich an 
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Zieloberflächen anlagert und anschließend von C7 gebunden werden kann. Der so ent-
standene Komplex C5b-7 lagert sich nun in den Lipidbilayer der Zielmembran ein. Die 
Bindung von C8 an C5b-7 führt anschließend zunächst zur Bildung einer instabilen Pore. 
Die Stabilisierung und vollständige Ausbildung des TCCs (C5b-9) erfolgt schließlich 
durch Anlagerung und Polymerisation von bis zu 13 C9 Molekülen. Durch die fehlende 
Membranintegrität kommt es danach zum Ca2+-Einstrom in die Zielzelle und zum Verlust 
der mitochondrialen Polarität sowie der zellulären ADP/ATP-Reserven. Dies bedingt 
letztlich die Lyse der Zelle (49-51). 
 
1.3 Regulation des Komplementsystems 
Das Komplementsystem schützt den Organismus als zentraler Teil der angeborenen 
Immunantwort schnell und effektiv vor eingedrungenen Pathogenen, ist an der Beseiti-
gung von modifiziertem endogenen Zellmaterial beteiligt und für die Aufrechterhaltung 
der wirtseigenen Immunhomöostase essentiell. Da es sich jedoch um ein selbstamplifi-
zierendes System handelt, bedarf es gleichzeitig einer strikten Regulation, sodass in-
takte körpereigene Strukturen zuverlässig vor komplementvermittelter Schädigung ge-
schützt werden, während Pathogene und modifiziertes Zellmaterial effektiv eliminiert 
werden. Zu diesem Zweck exprimiert der humane Organismus eine Vielzahl an komple-
mentregulierenden Proteinen, die auf allen Ebenen der Kaskade wirken und entweder 
in der Flüssigphase vorliegen oder membrangebunden auf körpereigenen Zellen lokali-
siert sind. Eine Fehlregulation des Komplementsystems hat enorme Auswirkungen auf 
die Immunhomöostase und kann zu immunpathologischen Veränderungen wie bei-
spielsweise der Entstehung von Autoimmunerkrankungen führen (13, 52, 53).  
In den folgenden Kapiteln werden insbesondere die zur Faktor H/FHR Proteinfamilie ge-
hörigen Komplementregulatoren ausführlich beschrieben. Es sei jedoch erwähnt, dass 
eine Vielzahl weiter komplementregulatorischer Proteine existiert (13). 
 
1.3.1 Faktor H/FHR Proteinfamilie 
Zur Faktor H/FHR Familie gehören der Komplementinhibitor Faktor H, dessen verkürzte 
Spleißvariante Factor H-like Protein 1 (FHL-1) und die fünf Faktor H verwandten Prote-
ine 1-5 (FHRs). Alle zugehörigen Proteine sind aus einer unterschiedlichen Anzahl glo-
bulärer Untereinheiten aufgebaut, welche als short consensus repeats (SCRs) bezeich-
net werden (54, 55). Ein SCR besteht dabei aus etwa 60 Aminosäuren, die in fünf β-
Faltblättern angeordnet sind (56). Da die CFHR Gene durch Tandemduplikationen aus 
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dem Faktor H Gen entstanden sind, weisen die SCRs der FHR Proteine eine unter-
schiedlich hohe Sequenzhomologie zu den SCRs von Faktor H auf (57) (Abbildung 2).  
 
 
Abbildung 2: Faktor H/FHR Proteinfamilie. Alle Proteine der Faktor H/FHR Familie sind aus 
strukturellen Untereinheiten (short consensus repeats, SCRs) aufgebaut. Faktor H besteht aus 
20 SCRs, wobei die regulatorische Region innerhalb der N-terminalen SCRs 1-4 lokalisiert ist. 
Die Zellbindung wird dagegen von den C-terminalen SCRs 18-20 vermittelt. Die jeweiligen SCRs 
der FHR Proteine zeigen eine unterschiedlich hohe Sequenzhomologie zu den SCRs von Fak-
tor H. Die prozentuale Übereinstimmung ist oberhalb der betreffenden SCRs als Zahlenwert an-
gegeben. FHL-1 ist eine Spleißvariante von Faktor H und weist demnach vollständige Sequenz-
homologie auf. Die Glykosylierungen sind aus Übersichtsgründen nicht eingezeichnet. Eigene 
Darstellung adaptiert nach (54). 
 
Die kodierenden Gene sind innerhalb des 415 kbp langen regulation of complement ac-
tivation (RCA) Genclusters auf Chromosom 1q32 lokalisiert (Abbildung 3). Die CFHR 
Gene liegen dabei downstream des Faktor H Gens und ordnen sich wie folgt an: CFHR3, 
CFHR1, CFHR4, CFHR2, CFHR5 (54, 58). Erwähnenswert ist, dass die Gene für die 
Faktor H verwandten Proteine in der modernen Schreibweise mit CFHR abgekürzt wer-
den; auf Proteinebene spricht man hingegen von FHRs. FHL-1 wird vom Faktor H Gen 
kodiert und durch alternatives Spleißen generiert (59).  
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Abbildung 3: Faktor H/CFHR Genfamilie. Alle kodierenden Gene befinden sich auf Chromo-
som 1q32 innerhalb des RCA Genclusters und sind, wie in der Grafik abgebildet, angeordnet. 
FHL-1 wird vom Faktor H Gen kodiert und entsteht durch alternatives Spleißen. Eigene Darstel-
lung adaptiert nach (54). 
 
1.3.2 Faktor H – Inhibitor des Alternativen Wegs 
Das lösliche Glykoprotein Faktor H (150 kDa) ist der Hauptregulator des Alternativen 
Wegs und wirkt inhibierend auf das Komplementsystem. Faktor H ist aus 20 SCRs auf-
gebaut. Dabei beinhalten die N-terminalen SCRs 1-4 die Regulationsdomäne, während 
die C-terminalen SCRs 18-20 die Bindung an Oberflächen vermitteln (57, 58, 60-62). Die 
negative Regulation des Alternativen Wegs erfolgt in der Flüssigphase über drei wesent-
liche Funktionen. So konkurriert Faktor H mit Faktor B um die Bindung an C3b (1), 
wodurch die Bildung von C3- und C5-Konvertasen gehemmt wird. Weiterhin beschleu-
nigt Faktor H den Zerfall von bereits gebildeten Konvertasen (2) und assistiert als Kofak-
tor für Faktor I (3) bei der Degradation von C3b zu dessen inaktiver Form iC3b (63-65). 
Um körpereigenes Gewebe vor komplementvermittelten Schäden zu schützen, bindet 
Faktor H über Glykosaminoglykane und Heparanstrukturen an intakte Oberflächen und 
inhibiert die Komplementaktivität dort lokal (66). Weiterhin bindet Faktor H über oxidati-
onsspezifische Epitope, insbesondere Malondialdehyd (MDA) und Malondialdehyd-Ace-
taldehyd (MAA -Epitope, an modifiziertes körpereigenes Material und assistiert dort bei 
der Faktor I-vermittelten C3b-Inaktivierung. Durch die daraus resultierende Komplemen-
tinhibierung wird die proinflammatorische Wirkung des veränderten Wirtsmaterials redu-
ziert. Die Interaktionsdomänen für MDA/MAA-Epitope sind innerhalb der Oberflächen-
binderegion (SCRs 19-20) sowie in SCR 7 lokalisiert (67).  
Interessanterweise haben sich viele humanpathogene Erreger, wie zum Beispiel 
Candida albicans (Hefepilz), Staphylokokkus aureus (grampositives Bakterium) oder 
Neisseria meningitidis (gramnegatives Bakterium) die schützende Funktion von Faktor H 
zunutze gemacht, um der Erkennung und Eliminierung durch das wirtseigene Immun-
system zu entgehen (Immunevasion). Dabei binden sie den Komplementinhibitor mit 
Einleitung | 12 
 
Hilfe von Immunevasionsproteinen an ihre Oberfläche. So wird die protektive Wirkung, 
die Faktor H auf körpereigenen Strukturen vermittelt, auf Pathogene übertragen (68-70).  
 
1.3.3 Faktor H verwandte Proteine (FHRs) 
Die fünf FHR Proteine sind ebenfalls lösliche Glykoproteine und bestehen aus vier 
(FHR2), fünf (FHR1, FHR3 und FHR4B) bzw. neun SCRs (FHR4A und FHR5) (54). 
FHR4 zirkuliert in zwei unterschiedlichen Formen (FHR4A und FHR4B), wobei es sich 
bei FHR4B um eine kürzere Isoform des Proteins handelt. Erstaunlicherweise besitzt 
keines der FHR Proteine SCRs, die homolog zur regulatorischen Region (SCRs 1-4) von 
Faktor H sind (71). Diese Tatsache unterstreicht die individuelle Funktion der Faktor H 
verwandten Proteine gegenüber Faktor H. 
FHR1, FHR2 und FHR5 lassen sich aus strukturellen Gründen einer Gruppe zuordnen, 
da sie durch eine ein konserviertes Dimerisierungsmotiv innerhalb der N-terminalen 
SCRs 1-2 in der Lage sind, Homo- und Heterodimere auszubilden (Abbildung 4). Die 
Dimerbildung erfolgt dabei head-to-tail. FHR3 und FHR4 besitzen dieses Motiv nicht und 
zirkulieren daher ausschließlich in monomerer Form (54, 72).  
 
 
Abbildung 4: FHR Proteine. Die fünf FHRs bestehen aus vier, fünf und neun SCRs. Durch ein 
konserviertes Dimerisierungsmotiv innerhalb der SCRs 1-2 können FHR1, FHR2 und FHR5 
Homo- und Heterodimere ausbilden. FHR3 und FHR4 besitzen dieses N-terminale Dimerisie-
rungsmotiv nicht und liegen daher als Monomere vor. Die Glykosylierungen sind aus Übersichts-
gründen nicht eingezeichnet. 
 
Funktionell unterscheiden sich die einzelnen FHRs stark voneinander. Die bisher be-
kannten Wirkmechanismen reichen von inhibitorischen und aktivierenden Effekten auf 
das Komplementsystems bis hin zur Modulation des adaptiven Immunsystems. So inhi-
biert FHR1 die C5-Konvertase und bedingt dadurch die Blockierung des Terminalen 
Wegs (73). FHR2 inhibiert die C3-Konvertase des Alternativen Wegs und verhindert 
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ebenfalls die Ausbildung des TCCs (74). Für FHR3 wurde in älteren Studien ein fördern-
der Einfluss auf die Faktor H/ Faktor I-vermittelte C3b-Inaktivierung nachgewiesen (75). 
Neusten Erkenntnissen zufolge ist FHR3 darüber hinaus in die Regulation humaner B-
Zellen involviert. FHR3 inhibiert durch Bindung an C3d die Interaktion zwischen dem C3-
Aktivierungsfragment und CR2 und blockiert auf diese Weise die Ko-Aktivierung von B-
Zellen (76).  
Im Gegensatz zu den inhibitorisch wirkenden FHR Proteinen FHR1, FHR2 und FHR3 
fungieren FHR4 und FHR5 als Komplementaktivatoren (71, 77). Es existieren allerdings 
auch konträre Daten, die zeigen, dass FHR1 eine komplementaktivierende Wirkung ver-
mitteln könnte (78). Dies verdeutlicht, dass die genaue Funktionsweise der FHR Proteine 
noch nicht vollständig verstanden ist. Aufgrund dessen ist die funktionelle Charakterisie-
rung der FHRs ein zentrales Thema der Komplementforschung.  
 
1.3.4 FHR5 
FHR5 wird, wie die meisten Komplementproteine, vorwiegend in der Leber produziert 
und zirkuliert mit einer Konzentration von 3-6 µg/ml in humanem Serum. Außerdem liegt 
ein Teil von FHR5 mit Lipoproteinen assoziiert vor. FHR5 besitzt ein Molekulargewicht 
von 65 kDa und ist aus insgesamt neun SCRs aufgebaut, wobei sich zwei Glykosylie-
rungspositionen innerhalb von SCR 2 und SCR 7 befinden (79, 80). Unter allen FHR 
Proteinen ist FHR5 einzigartig, da es mit den SCRs 3-7 über sequenzhomologe Berei-
che zur Mittelregion von Faktor H (SCRs 10-14) verfügt (58). Ob dies eine funktionelle 
Konsequenz nach sich zieht, ist jedoch bisher nicht beschrieben.  
Wie bereits erwähnt, gehört FHR5 durch das N-terminal lokalisierte Dimerisierungsmotiv 
(SCRs 1-2) zu den Dimer-bildenden FHR Proteinen (72). So zirkuliert FHR5 vor allem 
als Homodimer im Serum. Die Bildung von Heterodimeren mit FHR1 und FHR2 wurde 
ebenfalls in Betracht gezogen, jedoch ist aktuell nicht abschließend geklärt, ob FHR5 in 
vivo tatsächlich als Heterodimer mit anderen FHR Proteinen vorliegt (72, 81). Da die 
Bildung von Heterodimeren funktionelle Auswirkungen haben kann, sind strukturelle Un-
tersuchungen aktuell Gegenstand intensiver Forschung. 
Die physiologische Funktion von FHR5 ist bis dato nicht vollständig verstanden. Bisher 
ist bekannt, dass FHR5 über die SCRs 5-7 an modifizierte endogene Oberflächen bindet 
und dort als Ankerpunkt für den Komplementaktvitator Properdin dient (77, 82, 83). Pro-
perdin ist ein positiver Regulator des Alternativen Komplementwegs und damit essentiell 
für die Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichts. Properdin zirkuliert mit 
einer Serumkonzentration von 5-25 µg/ml und liegt unter physiologischen Bedingungen 
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als Dimer, Trimer und Tetramer (1:2:1) vor. Die Oligomerbildung erfolgt dabei head-to-
tail aus 53 kDa großen Monomeren, welche selbst aus sieben identischen Untereinhei-
ten (thromobospondin type I repeats) bestehen (84, 85). Die komplementaktivierende 
Wirkung wird vermittelt, indem Properdin die C3-Konvertase stabilisiert und deren Halb-
wertszeiten damit um das Fünf- bis Zehnfache erhöht. Darüber hinaus initiiert das Pro-
tein die Bildung neuer C3-Konvertasen (86, 87). Die Kontaktausbildung zwischen FHR5 
und Properdin erfolgt über die N-terminalen SCRs 1-2 (Abbildung 5). FHR5 bildet durch 
die Rekrutierung von Properdin eine Plattform zur Stabilisierung der C3-Konvertase und 
fördert dadurch die Komplementaktivität auf veränderten Oberflächen (77). Zudem re-
krutiert FHR5 das C3-Spaltprodukt C3b über die C-terminalen SCRs 8-9 und begünstigt 
so die Amplifikation der Komplementkaskade (83).  
Da FHR5 vorwiegend oberflächengebunden agiert, ist die Untersuchung mit spezifi-
schen Oberflächenmolekülen funktionell relevant. So zeigen Vorarbeiten, dass FHR5 mit 
der Mittelregion (SCRs 5-7) an oxidationsspezifische MAA-Epitope bindet (82). Ferner 
interagiert FHR5 mit der extrazellulären Matrix (EZM), allerdings konnte bisher nicht 
nachgewiesen werden, an welche EZM-Bestandteile FHR5 genau bindet und welche 
SCRs von FHR5 diese Interaktion vermitteln (88). Als weitere endogene Interaktions-
partner von FHR5 wurden die Pentraxine Pentraxin 3 (PTX3) und C-reaktives Protein 
(CRP) identifiziert, die unter anderem als Opsonine fungieren (79, 88, 89).  
 
 
Abbildung 5: Struktur und Interaktionsdomänen von FHR5. FHR5 dimerisiert über die N-ter-
minalen SCRs 1-2 zu Homodimeren. Die Oberflächenbindung wird von den SCRs 5-7 vermittelt. 
In dieser Region sind auch die Bindedomänen für MAA-Epitope und C-reaktives Protein (CRP) 
lokalisiert. Oberflächengebundenes FHR5 rekrutiert den Komplementaktivator Properdin (zirku-
liert als Dimer, Trimer und Tetramer; grau dargestellt) über die N-terminalen SCRs 1-2 und C3b 
Einleitung | 15 
 
über die C-terminalen SCRs 8-9. Die extrazelluläre Matrix wurde als Ligand von FHR5 identifi-
ziert, jedoch sind die Interaktionsdomänen bisher nicht charakterisiert. Die Glykosylierungen sind 
aus Übersichtsgründen nicht eingezeichnet. Die Größenverhältnisse von FHR5 und Properdin 
sind nicht maßstabsgetreu abgebildet.  
 
FHR5 wurde ursprünglich in glomerulären Ablagerungen bei Patienten mit verschiede-
nen Nierenerkrankungen entdeckt, wo es mit C3b und C5b-9 kolokalisierte (90, 91). 
Dass FHR5 an der Pathogenese komplementvermittelter Nierenkrankheiten beteiligt 
sein muss, wurde daher schon früh vermutet. Tatsächlich konnten Mutationen im 
CHFR5-Gen mit der komplementassoziierten Nierenerkrankung C3-Glomerulopathie 
(C3G) in Zusammenhang gebracht werden (80, 92-94). Diese werden im Verlauf dieser 
Arbeit näher beschrieben. Wie genau FHR5 in die Pathogenese von C3G involviert ist, 
ist jedoch trotz intensiver Forschung nicht verstanden. 
 
1.4 Komplement und oxidationsspezifische Epitope 
Verschiedene Studien zeigen, dass das Komplementsystem in Verbindung mit der Ex-
position sogenannter oxidationsspezifischer Epitope (OSEs) steht (67, 95). OSEs be-
zeichnen strukturelle Neoepitope auf endogenem Material, die im Rahmen der oxidati-
ven Schädigung von Lipiden, insbesondere Phospholipiden, generiert werden (Lipidper-
oxidation) (96). Oxidationsreaktionen sind Teil physiologischer Vorgänge und notwendig 
für den zellulären Metabolismus sowie für die Aufrechterhaltung der Gewebehomöo-
stase. Pathophysiologische Umstände, zum Beispiel Inflammationsprozesse, begünsti-
gen die Lipidperoxidation jedoch und führen damit zur Akkumulation oxidationsspezifi-
scher Epitope (97).  
OSEs gehören zur Gruppe der DAMPs und umfassen eine Reihe unterschiedlicher 
Strukturen wie beispielsweise Malondialdehyd-modifizierte Aminogruppen. Ein wichtiger 
Vertreter dieser Gruppe sind Malondialdehyde-Acetaldehyd-Epitope (MAA-Epitope), die 
auf verändertem körpereigenem Material, Mikrovesikeln oder oxidierten Lipoproteinen 
zu finden sind. MAA-Epitope repräsentieren stabile MDA-Lysin-Addukte (Hybrid-
Addukte), die aus der Reaktion von Malondialdehyd mit Acetaldehyd und primären Ami-
nen hervorgehen und eine potente Immunantwort auslösen können (97-101) (Abbildung 
6). 
 
Einleitung | 16 
 
 
Abbildung 6: Strukturformel eines MAA-Addukts. Oxidationsspezifische MAA-Addukte ent-
stehen in Folge von Lipidperoxidation durch die Reaktion von Malondialdehyd mit Acetaldehyd 
und primären Aminen. Die Addukte sind stabil und können eine potente Immunreaktion auslösen. 
MAA-Epitope finden sich zum Beispiel auf modifiziertem Wirtsmaterial, Mikrovesikeln und oxidier-
ten Lipoproteinen. Eigene Darstellung adaptiert nach (95) und (101). 
 
MAA-Epitope, die auf modifizierten Oberflächen exponiert werden, können vom Komple-
mentinhibitor Faktor H gebunden werden. Dort verankert, assistiert Faktor H bei der Fak-
tor I vermittelten Degradation von C3b zu iC3b und trägt so zur lokalen Inhibition des 
Komplementsystems bei. Darüber hinaus reduziert Faktor H die OSE-induzierte IL-8 
Sekretion in verschiedenen Zelltypen. Durch diese Mechanismen wird die proinflamma-
torische Wirkung von modifiziertem Zellmaterial reduziert und der Organismus vor einer 
überschießenden Reaktion des Immunsystems geschützt. Liegt jedoch eine Mutation im 
Faktor H Gen (Austausch der Aminosäure 402 Y→H) vor, ist die Bindung des Regula-
torproteins (Faktor HH402) an MAA-Epitope reduziert. Aufgrund der verminderten Kom-
plementinhibition wird der proinflammatorische Effekt des MAA-exponierenden Materials 
nicht mehr ausreichend limitiert. Die Expression der mutierten Variante Faktor HH402 gilt 
daher als Risikofaktor für die Netzhauterkrankung Altersbedingte Makuladegeneration 
(AMD) (67).  
Wie bereits erwähnt, wurde FHR5 in Vorarbeiten als weiteres MAA-bindendes Komple-
mentprotein identifiziert (82). Darüber hinaus wurde auch die Bindung des Anaphylato-
xins C3a an MDA-Epitope nachgewiesen (95).  
 
1.5 Die Niere – Zielorgan komplementvermittelter                    
Erkrankungen 
1.5.1 Komplementassoziierte Nierenerkrankungen 
Komplementdefekte sind mit einer Reihe verschiedener Nierenerkrankungen assoziiert. 
So wurde nachgewiesen, dass Fehlfunktionen des Systems in die Pathogenese der Er-
krankungen C3-Glomerulopathie, Atypisch-Hämolytisch-Urämisches Syndrom, IgA-Ne-
phropathie und Lupus Nephritis involviert sind (80, 102-105). Auch bei Membranöser 
Nephropathie ist von einer Beteiligung des Komplementsystems auszugehen (90, 106). 
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Da die Niere neben dem Auge (107-109) das Hauptzielorgan komplementvermittelter 
Krankheiten repräsentiert, wird im Folgenden ein kurzer Überblick über die Anatomie 
des Organs gegeben.  
 
1.5.2 Anatomie der Niere 
Die menschlichen Nieren sind paarig angelegt und in Höhe der elften und zwölften Rippe 
links und rechts der Wirbelsäule lokalisiert. Bei Erwachsenen sind die Organe ca. 12 cm 
lang, 6 cm breit und wiegen gemeinsam ungefähr 300 g (110-112). Hauptaufgaben sind 
die Entgiftung des Organismus und die Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts. 
Zu diesem Zweck fließen pro Tag etwa 1700 l Blut durch die Nieren, wobei die Bildung 
von fast 170 l Primärharn erfolgt. Dieser wird schließlich zu ca. 1,5 l Urin (Sekundärharn) 
konzentriert (113). Die innere Struktur einer Niere gliedert sich in die außen liegende 
Nierenrinde (cortex renis) und das innen liegende Nierenmark (medulla renis). Jede 
Niere besteht aus etwa einer Million funktionellen Einheiten, den sogenannten Nephro-
nen, in denen die Harnbildung stattfindet. Ein Nephron setzt sich wiederum aus einem 
Nierenkörperchen mit anschließendem Tubulussystem zusammen. Beim Nierenkörper-
chen handelt es sich um ein Kapillarknäuel (Glomerulus), das von einer Epithelkapsel 
(Bowman-Kapsel) umhüllt ist (112). Zum besseren Verständnis wird der Aufbau eines 
Glomerulus bzw. Nierenkörperchens wird im Folgenden kurz erläutert. 
 
1.5.3 Der Glomerulus  
Ein Glomerulus ist Teil eines Nephrons und Ort der renalen Filtration (114). An seiner 
typischen Struktur sind verschiedene Zelltypen beteiligt: Parietale Epithelzellen, Mesan-
gialzellen, Podozyten und glomeruläre Endothelzellen (Abbildung 7) (115).  
Parietale Epithelzellen bilden die sogenannte Bowman-Kapsel, die den Glomerulus dicht 
umschließt und auf diese Weise die anatomische Einheit des Nierenkörperchens bildet 
(112, 115). Intraglomeruläre Mesangialzellen organisieren sich gemeinsam mit einer 
spezifischen extrazellulären Matrix (mesangial matrix) zum stilförmigen Mesangium. Sie 
besitzen kontraktile Eigenschaften sowie Phagozytose-Aktivität und tragen so unter an-
derem zur Regulation der glomerulären Filtrationsrate und zur Entfernung von Ablage-
rungen bei. Sie sind für die Struktur und Funktion des Glomerulus essentiell und intera-
gieren sowohl mit Endothelzellen als auch mit Podozyten (112, 115-118). Das fenes-
trierte Endothel (Kapillarseite) und Podozyten (Harnseite) formen, gemeinsam mit der 
dazwischenliegenden glomerulären Basalmembran (GBM), die dreischichtige 
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glomeruläre Filtrationsbarriere; eine Art hocheffizientes Sieb, das selektiv Abfallprodukte 
des Stoffwechsels aus dem Blut filtriert und dabei den Primärharn produziert (115, 119, 
120).  
Bei der GBM handelt es sich um eine spezifische extrazelluläre Matrix bestehend aus 
Laminin, Kollagen Typ IV, Nidogen und Heparansulfat-Proteoglykan (insbesondere Ag-
rin). Sie wird sowohl von Endothelzellen als auch Podozyten synthetisiert (121). Lami-
nine werden dabei als Heterotrimere mit drei unterschiedlichen Ketten (α, β und γ) sek-
retiert. Da verschiedene Formen der jeweiligen Ketten existieren, können mindestens 15 
verschiedene Heterotrimere gebildet werden. Die Nomenklatur der Isoformen basiert auf 
der Zusammensetzung der jeweiligen Ketten (α5, β2, γ1 = Laminin-521). Ein Laminin-
Heterotrimer bestitzt eine kreuzförmige Struktur bei dem die coiled-coil Domänen der 
einzelnen Ketten umeinander gewickelt sind (Abbildung 7) (121-123). Die unten an-
schließende globuläre Domäne enthält die Bindungsstelle für Oberflächenrezeptoren 
(124). Die drei freien Arme (N-terminale Domänen) der jeweiligen Ketten vermitteln die 
Interaktion von einzelnen Trimeren und erlauben damit die Bildung von Laminin-Poly-
meren. Die Polymerbildung initiiert die Bildung der Basalmembran. Die GBM unterliegt 
während ihrer Bildung und Reifung Veränderungen, die auch den Austausch von Lami-
nin-Isoformen mit sich bringen. Die reife GBM besteht vorwiegend aus Laminin-521 
(121).  
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Abbildung 7: Aufbau eines Glomerulus. Der Glomerulus (Kapillarknäuel) ist in die sogenannte 
Bowman-Kapsel eingehüllt, welche aus parietalen Epithelzellen aufgebaut ist. Im Inneren befin-
det sich das, aus intraglomerulären Mesangialzellen und extrazellulärer Matrix bestehende, Me-
sangium. Die glomeruläre Filtrationsbarriere wird aus dem fenestrierten Endothel, Podozyten und 
der dazwischenliegenden glomerulären Basalmembran (GBM) gebildet. Die GBM ist eine hoch-
spezialisierte extrazelluläre Matrix aus Laminin, Kollagen Typ IV, Nidogen und Heparansulfat-
Proteoglykan. Die GBM verändert sich während ihrer Reifung und enthält dabei verschiedene 
Lamininisoformen. Die Hauptisoform der reifen GBM ist Laminin-521. Die Struktur von Lami-
nin-521 ist rechts schematisch dargestellt. An den Glomerulus schließt sich das Tubulussystem 
an. Eigene Darstellung adaptiert nach (115) und (123). 
 
1.6 C3-Glomerulopathie  
Die komplementassoziierte Nierenerkrankung C3-Glomerulopathie (C3G) ist nach aktu-
ellem Konsens eine Subform der membranoproliferativen Glomerulonephritis (MPGN). 
Mit einer Inzidenz von 1-2 Fällen pro einer Million handelt es sich bei C3G um eine sehr 
seltene Erkrankung für die eine geeignete Therapie bisher fehlt (125-127). Die Tatsache, 
dass 50 % der C3G Patienten innerhalb eines Jahrzehnts terminale Niereninsuffizienz 
(end stage renal disease) entwickeln und 45-60 % nach einer Transplantation ein Re-
zidiv erleiden, verdeutlicht zudem die schlechte Prognose der Erkrankung (127).  
MPGN selbst ist eine komplexe und multifaktorielle Erkrankung mit heterogenem Er-
scheinungsbild. Die moderne Klassifizierung bedient sich vor allem der Unterscheidung 
zwischen immunkomplexvermittelten und nicht-immunkomplexvermittelten Formen, 
während die ursprüngliche Einteilung in MPGN I, II und III ausschließlich auf lichtmikro-
skopisch sichtbaren histologischen Merkmalen sowie der Lokalisation und 
Einleitung | 20 
 
Elektronendichte der Ablagerungen beruhte. Immunfluoreszenzfärbungen ermöglichen 
jedoch heutzutage eine detailliertere Unterscheidung, da mit dieser Methode sowohl C3- 
als auch Immunkomplexablagerungen (IgG- und/oder IgM- bzw. C1) nachgewiesen wer-
den können (126). Wird eine isolierte bzw. dominante C3-Ablagerung ohne Immunkom-
plexe nachgewiesen, wird die Erkrankung als C3-Glomerulopathie bezeichnet. Diese 
umfasst die Untergruppen C3-Glomerulonephritis (C3GN) und Dense Deposit Disease 
(DDD). Die Einteilung in die Subformen basiert auf histologischen und elektronenmikro-
skopischen Charakteristika (Abbildung 8). Die Ablagerung des Komplementproteins C3 
und dessen Aktivierungsfragmenten im Glomerulus verdeutlicht die Fehlregulation des 
Alternativen Komplementwegs bei C3G (126-128).  
Interessanterweise geht der Erkrankung häufig eine (Streptokokken-) Infektion voraus. 
Die damit einhergehende Komplementaktivierung könnte somit möglicherweise als 
Krankheitsauslöser in Betracht gezogen werden (125, 128). 
 
 
Abbildung 8: Moderne Klassifizierung von C3-Glomerulopathie. C3-Glomerulopathie ist eine 
Subform der Membranoproliferativen Glomerulonephritis (MPGN). Charakteristisch für die Er-
krankung ist die dominante C3-Ablagerung im Glomerulus, welche durch Immunfluoreszenzfär-
bung nachgewiesen werden kann. Die Klassifizierung in die beiden Untergruppen C3-Glomerulo-
nephritis (C3GN) und Dense Deposit Disease (DDD) erfolgt durch typische licht- und elektronen-
mikroskopisch sichtbare Muster. Eigene Darstellung adaptiert nach (126). 
 
1.6.1 Genetische Veränderungen im FH/CFHR Gencluster als Ursache für 
C3-Glomerulopathie 
Viele C3G Patienten weisen erworbene oder genetische Defekte bei der Regulation des 
Alternativen Komplementwegs auf (127, 129-131). Wie bereits unter Punkt 1.3.1 be-
schrieben, sind die Gene für die Faktor H/FHR Proteinfamilie innerhalb des RCA Gen-
clusters lokalisiert, das aufgrund seiner Anordnung sensibel für Kopienzahlvariationen 
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(copy number variations) und genomische Umstrukturierungen (genomic rearrange-
ments) wie Insertionen, Duplikationen oder Deletionen ist. Eine solche Umstrukturierung 
kann zur Expression abnormer Proteine führen, was letztlich mit einer fehlerhaften Kom-
plementregulation assoziiert ist. Im Jahr 2014 wurde bei zwei verwandten C3G Patienten 
(#635 und #638) eine 25 kbp lange chromosomale Deletion nachgewiesen, die auf Pro-
teinebene zur Expression eines, aus FHR2 und FHR5 bestehenden, Hybridproteins 
(FHR21-2-FHR5) führt (Abbildung 9). Durch die Fusion der N-terminalen SCRs 1-2 von 
FHR2 mit FHR5 kann das Hybridprotein große Multimere ausbilden, welche die C3-
Konvertase stabilisieren und eine übermäßige Komplementaktivierung triggern (80).  
 
 
Abbildung 9: Hybridprotein aus FHR2 und FHR5 (FHR21-2-FHR5). Eine 24,804 nt lange chro-
mosomale Deletion im RCA Gencluster führt bei zwei C3G Patienten zur Expression eines 
FHR21-2-FHR5 Hybridproteins. Dieses triggert eine überschießenden Komplementaktivität und 
trägt so zur Pathogenese der Erkrankung bei. Die Glykosylierungen sind aus Übersichtsgründen 
nicht eingezeichnet. Eigene Darstellung adaptiert nach (80).  
 
Anschließend wurde bei einer C3G Patientin das Pendant zum FHR21-2-FHR5 Hybrid-
protein gefunden. Bei diesem Protein sind die N-terminalen SCRs 1-2 von FHR5 mit 
FHR2 (FHR51-2-FHR2) fusioniert (92). Darüber hinaus konnte ein abnormes FHR5 Pro-
tein in einer zypriotischen Kohorte gefunden werden, dem eine interne Duplikation der 
für die SCRs 1 und 2 kodierenden Bereiche zu Grunde liegt. Dies führt auf Proteinebene 
zur Expression eines FHR51-2-FHR5 Hybridproteins (93). Die gleiche Mutation konnte 
jedoch mittlerweile auch in Patienten ohne zypriotische Herkunft gefunden werden (94). 
Allerdings beschränken sich die Mutationen nicht nur auf die CFHR2 und CFHR5 Gene. 
Es existieren ebenfalls Fälle, bei denen heterozygote Mutationen zur Expression eines 
abnormen FHR1 Proteins (FHR11-4-FHR1) oder Hybridproteinen aus FHR3 und FHR1 
(FHR31-2-FHR1) sowie FHR1 und FHR5 führen (132-134).  
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2 Fragestellung 
Ein korrekt reguliertes Komplementsystem ist für die Aufrechterhaltung der humanen 
Immunhomöostase essentiell. Disbalancen bei der Komplementregulation können dem-
nach enorme Auswirkungen auf die Immunhomöostase haben und immunpathologische 
Veränderungen bewirken. Der menschliche Körper exprimiert daher eine Vielzahl an 
Proteinen, die das Komplementsystem auf unterschiedlichen Ebenen der Kaskade re-
gulieren (13). Wichtige Regulatoren sind die Mitglieder der Faktor H/FHR Proteinfamilie. 
Während die Funktionen des Komplementinhibitors Faktor H und dessen Rolle bei ver-
schiedenen Erkrankungen bereits gut charakterisiert sind, rückten in den letzten Jahren 
vor allem die fünf Faktor H verwandten Proteine (FHR1-FHR5) in den Fokus der For-
schung (54). Seit geraumer Zeit ist daher bekannt, dass FHR5 in die Pathogenese der 
Nierenerkrankung C3-Glomerulopathie involviert ist, für die bisher keine spezifische The-
rapie etabliert werden konnte. Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche Kopienzahlvari-
ationen im CFHR5 Gen identifiziert werden konnten, die in der Expression abnormer 
FHR5 Varianten resultieren (80, 92, 93), ist über die genaue Rolle von FHR5 bei der 
Pathogenese von C3G bis dato wenig bekannt. Darüber hinaus ist die physiologische 
Funktion von FHR5 und dessen Funktion in der Immunhomöostase ebenfalls noch nicht 
vollständig verstanden. Kürzlich wurde gezeigt, dass FHR5 vorwiegend an verändertes 
Wirtsmaterial bindet, dort als Ankerpunkt für den Komplementaktivator Properdin dient 
und auf diese Weise eine Plattform zur Aktivierung der Kaskade bereitstellt (77). 
Ziel dieser Arbeit war es, ein tieferes Verständnis der Rolle von FHR5 bei der Pathoge-
nese von C3G zu erlangen und parallel Rückschlüsse auf die physiologische Funktion 
des Proteins im gesunden Organismus zu ziehen. Zu diesem Zweck wurde zunächst die 
Deposition von FHR5 in Glomeruli von C3G Patienten näher untersucht und die FHR5 
Konzentration im Serum von Patienten quantifiziert. Es wurden anschließend potentielle 
Bindungspartner von FHR5 charakterisiert, welche die intraglomeruläre Ablagerung bei 
C3G vermitteln könnten und so eine erhöhte Komplementaktivität im erkrankten Nieren-
gewebe begünstigen. Aufgrund seiner komplementaktivierenden Wirkung wurde weiter-
hin untersucht, ob und inwiefern FHR5 humane Monozyten beeinflusst und damit zellu-
läre Teile des angeborenen Immunsystems moduliert. Ferner wurde im Rahmen dieser 
Arbeit untersucht, ob FHR5 einen schädigenden Effekt auf humane Nierenzellen ausübt 
und auf diese Weise renale Schäden induziert beziehungsweise verstärkt. Die erzielten 
Ergebnisse sollen zu einem besseren Verständnis der komplexen und schwerwiegenden 
Nierenerkrankung C3G beitragen und die Entwicklung von potentiellen Therapieansät-
zen positiv beeinflussen.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
Wenn nicht explizit vermerkt, wurden alle gängigen Verbrauchschemikalien und Rea-
genzien von den Firmen Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Merck 
KGaA (Darmstadt, Deutschland), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutsch-
land) oder Thermo Fisher Scientific (Dreieich, Deutschland) bezogen. Aus Gründen der 
Übersicht wurde in den folgenden Tabellen auf die kursive Schreibweise der englisch-
sprachigen Begriffe verzichtet. 
 
Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien 
Substanz Anbieter 
Albumin Fraction V AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Ampicillin Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
ECL Western Blotting Detection Reagent GE Healthcare, Freiburg, Deutschland 
EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
Page-Ruler Prestained Protein Ladder  Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
TMB Plus2 Substratlösung Kem-En-Tec Diagnostics A/S, Taastrup Dänemark 
 
Tabelle 2: Geräte und Software 
Gerät Anbieter 
Axiovert 25 Mikroskop Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 
BD LSR II Durchflusszytometer BD, Heidelberg, Deutschland 
BLItz® System Pall ForteBio, Portsmouth, U.K 
BLItz® Pro Software Pall ForteBio, Portsmouth, U.K 
Casy® Cellcounter Schärfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland 
Consort E844 Power Supply Consort bvba, Turnhout, Belgien 
FlowJo® FACS Analyse Software  FLowJo LLC, Ashland, USA 
Fusion FX System Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland 
FusionCapt Advance FX7 Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland 
Glass Econo-Column® 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutsch-
land 
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GraphPad Prism 5  GraphPad Software, San Diego, USA 
HeraSafe Sicherheitswerkbank 
Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, 
Deutschland 
HeraCell Zellinkubator 
Heraeus Instruments GmbH und Co. KG, Gera, 
Deutschland 
Innova44 Schüttelinkubator Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
MD12 Wasserbad 
Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-Kö-
nigshofen, Deutschland  
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer 
PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
land 
Mini Protean® Tetra System 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutsch-
land 
Mini-Sub® Cell GT 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutsch-
land 
Stuart™ Roller Mixer SRT1 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
Tecan Safire2 Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 
Thermomixer compact/comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Thermo Scientific™ Barnstead™ GenPure™ Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland 
Trans-Blot® Turbo™ 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutsch-
land 
Unimax 2010 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwab-
ach, Deutschland 
Vortex Genie 2 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwab-
ach, Deutschland 
Zeiss LSM 710 Confocal Microscope Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland 
ZEN 2009 Microscopy Software Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland 
Zentrifugen 5415D/5417R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Zentrifugen Sigma 3-18 K/3-18KS 
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Tabelle 3: Kommerzielle Kits 
Kit Anbieter 
C3a Plus MicroVue™ Quidel® TECOmedical GmbH, Bünde, Deutschland 
Human CFHR5 ELISA RayBiotech Life, Norcross, Georgia, USA 
Human IL-10 DuoSet ELISA R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
NucleoBond® Xtra Midi EF Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
Pan Monocyte Isolation Kit 
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
TNFα Human Uncoated ELISA Kit Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
 
Tabelle 4: Nährmedien 
Medium/Lösung Zusammensetzung 
LB-Agar 
10 g/l Bacto Trypton, 5 g/l BactoYeast, 10 g/l Nacl, 
20 g/l Agar, pH 7,5 
LB-Flüssigmedium 
10 g/l Bacto Trypton, 5 g/l BactoYeast, 10 g/l Nacl, 
pH 7,5 
SOC-Medium 
1 M Sorbitol, 0,35 % Hefeextrakt, 0,70 % Trypton, 
6,5mM CaCl2 
 
Tabelle 5: Primärantikörper/-seren 
Antikörper/-seren (Klonalität, ggf. Klon) Anbieter 
E014 (135)  
(monoklonal) 
Arbeitsgruppe Prof. Binder, Wien, Österreich 
IgM-Isotyp-Kontrolle  
(monoklonal, Klon MM-30) 
BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA 
M16 (60)  
(monoklonal) 
Im Haus generiert 
NA17 (136)  
(monoklonal) 
Arbeitsgruppe Prof. Binder, Wien, Österreich 
Kaninchen anti-human C3d  
(polyklonal) 
Dako, Glostrup, Dänemark 
Maus anti-human c-myc  
(monoklonal, Klon 9E10) 
R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
Ziege anti-human C3 
(polyklonal) 
Complement Technology, Inc., Tyler, Texas, USA 
Ziege anti-human FHR5 
(polyklonal) 
R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
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Tabelle 6: Proteine 
Protein Anbieter 
BSA  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
C3b Complement Technology, Inc., Tyler, Texas, USA 
Faktor H und Faktor I Complement Technology, Inc., Tyler, Texas, USA 
FHR2 Im Haus generiert 
FHR5 und FHR5 Deletionsmutanten Im Haus generiert 
FHR5 kommerziell R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
FHR21-2-FHR5 Im Haus generiert 
Laminin-521 BioLamina AB, Sundbyberg, Sweden 
MAA-BSA und sh-BSA Arbeitsgruppe Prof. Binder, Wien, Österreich 
Properdin Complement Technology, Inc., Tyler, Texas, USA 
 
Tabelle 7: Puffer und Lösungen 
Puffer Zusammensetzung 
Blockpuffer BLItz 0,05% Gelatine in DPBS 
Blockpuffer ELISA 2% BSA, 0,1 % Tween in DPBS 
Blockpuffer Western Blot 1 % BSA, 4 % Milchpulver, 0,1 % Tween in DPBS 
Blotpuffer (10x) 250 mM Trisbase, 192 mM Glycin, ddH2O 
Entwicklerlösung Silberfärbung 
0,015 % Formaldehyd, 3 % Na2CO3*10H2O, 
0,001 % Na2S2O3, ddH2O 
FACS Waschpuffer 2 % BSA in DBPS++ 
Fixierlösung Silberfärbung 30 % Ethanol, 30 % Essigsäure in ddH2O 
Laufpuffer (10x) 25 mM Trisbase, 190 mM Glyzin, 1 % SDS, ddH2O 
Mg-EGTA Puffer 
20 mM HEPES, 144 mM NaCl, 7 mM MgCl2, 10 mM 
EGTA, ddH2O, pH 7.4 
Natriumphosphatpuffer  
10 mM Na2HPO4*2H2O, 10 mM, NaH2PO4*2H2O, 
500 mM NaCl, ddH2O, pH 8 
PBS II (10x) 
1,4 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM Na2HPO4, 18 mM 
KH2PO4, ddH2O, pH 7,4 
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris Base, 2,5 mM SDS, ddH2O, pH 6,8 
Sensibilisierungslösung Silberfärbung 0,2 % Na2S2O3 in ddH2O 
Silbernitratlösung  0,2 % AgNO3 in ddH2O 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris Base, 15 mM SDS, ddH2O, pH 8,8 
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Waschpuffer ELISA 0,1% Tween in DPBS 
Waschpuffer Western Blot 0,1% Tween, 10% 10xPBSII in ddH2O 
Western-Transfer-Puffer 10 % 10x Blotpuffer, 20 % Methanol in ddH2O 
 
Tabelle 8: Sekundärantiseren und Farbstoffe 
Antikörper  Anbieter 
Annexin V (FITC-konjugiert) Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland 
Kaninchen anti-Ziege (HRP-konjugiert) Dako, Glostrup, Dänemark 
Ziege anti-Kaninchen (HRP-konjugiert) Dako, Glostrup, Dänemark 
Ziege anti-Maus (HRP-konjugiert) Dako, Glostrup, Dänemark 
Ziege anti-Maus (Alexa647®-konjugiert) 
Cell Signaling Technology, Camebridge, Großbri-
tannien 
Ziege anti-Maus (Alexa488®-konjugiert) Invitrogen, Karlsruhe, Detuschland 
Streptavidin (HRP-konjugiert) Amersham Life Science, Amersham, UK 
Viability Dye 780 BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA 
Vybrant® DiD Cell-Labeling Solution Invitrogen, Karlsruhe, Detuschland 
Vybrant® DiO Cell-Labeling Solution Invitrogen, Karlsruhe, Detuschland 
Weizenkeimagglutinin (TexasRedTM-X-konju-
giert) 
Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
 
Tabelle 9: Seren 
Serum Anbieter 
Normales humanes Serum (NHS)  Im Haus generiert 
FHR1/FHR3-defizientes Serum Im Haus generiert 
 




GE Healthcare, Freiburg, Deutschland 
Einwegkanülen und -spritzen B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland 
Einwegpipetten Greiner Bio-One, Kremsmünster, Deutschland 
MaxiSorpTM 96-Well-Platten Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland 
Ni-NTA Biosensoren  Pall ForteBio, Portsmouth, U.K 
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Objektträger SuperFrost® Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Protein LoBind Tubes (0,5 und 1,5 ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Pierce Protein Concentrators  Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
Reaktionsgefäße (0,5; 1,5; und 2 ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland  
Reaktionsgefäße (15 und 50 ml) Greiner Bio-One, Kremsmünster, Deutschland 
Sterilfilter (0,22 µm) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Zellkulturflaschen T25, T75, T175 Greiner Bio-One, Kremsmünster, Deutschland 
Zellkulturplatten 24-, 48- und 96-Well Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
Zellkulturflaschen T25 Cell+ Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkulturplatten 48- und 96-Well Cell+ Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 
 
Tabelle 11: Zellkulturmedien/-lösungen 
Medium/Lösung Anbieter 
Bicoll Biochrom KG, Berlin, Deutschland 
Accutase 
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, 
Deutschland 
DMEM  Lonza, Wuppertal, Deutschland 
DPBS  Lonza, Wuppertal, Deutschland 
DPBS++ (mit Calcium und Magnesium) Lonza, Wuppertal, Deutschland 
Fetales Rinderserum PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Gentamycin Sulfat Lonza, Wuppertal, Deutschland 
IMDM Medium Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
Mesangial Cell Medium Kit (MsCM) Innoprot, Derio – Bizkaia, Spanien 
PercollTM GE Healthcare, Freiburg, Deutschland 
Poly-L-Lysin Innoprot, Derio – Bizkaia, Spanien 
Primary Cells Detach Kit Innoprot, Derio – Bizkaia, Spanien 
RPMI 1640  Lonza, Wuppertal, Deutschland 




Tabelle 12: Zelllinien und Buffy-Coats 
Zellen Anbieter 
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HEK293-Zellen (ACC 305) 
 
Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braun-
schweig, Deutschland 
Human Renal Mesangial Cells (HRMC) Innoprot, Derio – Bizkaia, Spanien 
HUVEC-Zellen (ATCC® CRL-1730™) American Type Culture Collection, Manassas, USA 
Buffy-Coats (Monozytenisolation) Universitätsklinikum Jena, Jena, Deutschland 
  




3.2.1.1 Primäre humane Mesangialzellen (HRMC) 
Die primären Mesangialzellen wurden gemäß Herstellerangaben in Kultur gebracht und 
in speziellem Kulturmedium (MsCM) bei einer Temperatur von 37°C und einem CO2-
Gehalt von 5% kultiviert. Die Zellen wurden gemäß Herstellerangaben unter Verwen-
dung eines Primary Cells Detach Kits passagiert.  
 
3.2.1.2 Humane Monozyten 
Humane Monozyten wurden aus Buffy Coats von gesunden Donoren isoliert. Zuerst wur-
den die mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) mittels Dichtegradien-
tenzentrifugation aufgereinigt. Die Isolation der reinen Monozyten erfolgte im Anschluss 
durch negative Selektion unter Verwendung eines kommerziellen Kits gemäß Hersteller-
angaben. Nach der Isolation wurden die Monozyten in RPMI Medium (mit 25 µg/ml 




3.2.2.1 HEK293  
Die humanen embryonalen Nierenzellen wurden in RPMI-1640 (mit 10% FBS, 25 µg/ml 
Gentamycinsulfat und 2 mM Ultraglutamin) bei einer Temperatur von 37°C und einem 
CO2-Gehalt von 5 % kultiviert. Nach Erreichen der entsprechenden Konfluenz wurden 
die Zellen mittels Accutase abgelöst, zentrifugiert und in frischem Medium ausgesät. 
 
3.2.2.2 HUVEC 
Die humanen Endothelzellen wurden in DMEM (mit 10% FBS, 25 µg/ml Gentamycinsul-
fat und 2 mM Ultraglutamin) ebenfalls bei einer Temperatur von 37°C und 5 % CO2 kul-
tiviert. Nach Erreichen der entsprechenden Konfluenz wurden die Zellen unter Verwen-
dung von Accutase passagiert. 
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3.2.3 Transformation von E.coli Zellen und DNA-Aufreinigung 
Chemisch kompetente Escherichia coli Zellen (hergestellt von Monika von der Heide, 
Abteilung Infektionsbiologie, HKI Jena) wurden zunächst mit Plasmid-DNA vermischt. 
Die Plasmide mit den für FHR5 oder die Deletionsmutanten kodierenden Sequenzen 
(Ausgangsvektor pcDNA™4/TO/myc-His B) wurden im Rahmen vorhergehender Arbei-
ten durch ortsgerichtete Mutagenese kloniert (Doktorarbeiten von Dr. Qian Chen und Dr. 
Ulrike Senftleben sowie Masterarbeit von Ramona Rudnick, Abteilung Infektionsbiologie, 
HKI Jena (83, 137, 138)). Nach 30 min Inkubationszeit auf Eis wurden die Ansätze für 
45 s (42°C) erhitzt und danach für 2 min abgekühlt. Nach Zugabe von SOC-Medium er-
folgte die Inkubation bei 37°C (1 h). Nach der Inkubationszeit wurden die Zellsuspensi-
onen auf Ampicillin (0,1 mg/ml) enthaltenden LB-Agar Platten ausplattiert und über 
Nacht bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Am folgenden Tag wurden Einzelkolonien in Am-
picillin (0,1 mg/ml) enthaltendem LB-Medium als Flüssigkultur weiterkultiviert. Nach 8 h 
(37°C, 180 rpm) Inkubationszeit wurde die Hauptkultur in LB-Medium (mit 0,1 mg/ml Am-
picillin) angesetzt. Die Hauptkultur wurde für ca. 16 h bei 37°C und 180 rpm kultiviert. 
Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen Kits gemäß 
Herstellerangaben.  
 
3.2.4 Transiente Transfektion von HEK293 Zellen und Expression von 
FHR5 und FHR5 Deletionsmutanten 
Am Tag vor der Transfektion wurden 1x107 Zellen pro Kulturflasche (T175) ausgesät und 
über Nacht kultiviert. Nachdem die Konfluenz lichtmikroskopisch überprüft wurde, wur-
den pro Transfektionsansatz zunächst 30 µg der jeweiligen Plasmid-DNA mit 60 µg Po-
lyethylenimin-Lösung vereinigt und nach 25 min Inkubationszeit tropfenweise zum Me-
dium hinzugefügt. Nachdem die Zellen für 16 h kultiviert wurden, wurde das Transfekti-
onmedium durch frisches, serumfreies RPMI-1640 substituiert. Die erste Überstands-
ammlung erfolgte 96 h nach der Transfektion. Anschließend wurde frisches, serumfreies 
Medium zugegeben. Nach 192 h wurden die Überstände nochmals abgenommen.  
 
3.2.5 Proteinaufreinigung mittels Nickel-Affinitätschromatographie  
Um Zellreste zu entfernen, wurde der proteinhaltige Überstand zunächst zentrifugiert 
und anschließend im Verhältnis 1:1,5 mit Natriumphosphatpuffer (mit 5 mM Imidazol) 
verdünnt. Nach Einstellung des pH-Wertes auf 7,6 wurden, in Natriumphosphatpuffer 
equilibrierte, HisPur™-Ni-NTA-Beads zugegeben. Nach 1 h Inkubationszeit bei 4°C 
wurde der Überstand auf eine Säule gegeben und der Durchfluss aufgefangen. Nach 
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zwei Waschschritten (Natriumphospatpuffer mit 10 bzw. 25 mM Imidazol) erfolgte die 
Elution der Proteine schrittweise mit 700 mM Imidazol enthaltendem Natriumphosphat-
puffer. Es wurden hierbei neun Fraktionen (je 1 ml) aufgefangen, welche anschließend 
vereinigt und mit Hilfe eines Konzentrators gemäß Herstellerangaben auf ein Endvolu-
men von ca. 200 µl konzentriert wurden. Um den Austausch des imidazolhaltigen Puffers 
gegen DPBS zu gewährleisten, wurden jeweils 5 ml steriles DPBS auf den Konzentrator 
gegeben und anschließend gemäß Herstellerangaben konzentriert. Diese Prozedur 
wurde insgesamt dreimal durchgeführt. 
Das für diese Arbeit verwendete rekombinante FHR2 wurde, wie kürzlich beschrieben 
(74), im Pichia pastoris System exprimiert und anschließend aufgereinigt (Alexandra 
Rülke, Abteilung Infektionsbiologie, HKI Jena). 
 
3.2.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Um Proteine anhand ihres Molekulargewichtes aufzutrennen, wurde das diskontinuierli-
che Elektrophorese-Verfahren angewendet. Zu diesem Zweck wurden Polyacrylamid-
Gele hergestellt, welche sich aus einem Sammel- und einem Trenngel zusammensetz-
ten. Vor der Gelbeladung wurden die Proben zunächst mit reduzierendem Ladepuffer 
versetzt und anschließend für 5 min bei 95°C erhitzt (reduzierende Bedingungen). 
 
3.2.7 Western Blot 
Für die Durchführung eines Western Blots wurden die Proteine nach der Gelelektropho-
rese zunächst mittels Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. 
Um die unspezifische Bindung der Antikörper zu verhindern, wurde die Membran nach 
dem Transfer für mindestens 1 h bei Raumtemperatur in Blockpuffer inkubiert. Nach der 
Inkubation über Nacht (ü.N.) mit dem primären Antikörper/-serum (4°C) wurde die 
Membran intensiv mit Waschpuffer gewaschen. Darauf folgte die Inkubation mit dem 
jeweiligen HRP-gekoppelten Sekundärantiserum bei Raumtemperatur (RT) für mindes-
tens 1 h. Nach erneutem Waschen erfolgte die Detektion mittels Chemolumineszenz 
gemäß Herstellerangaben. Die Entwicklung sowie Kontrastanpassungen wurden mit 
Hilfe des Fusion Fx Systems durchgeführt.  
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3.2.8 Silberfärbung 
Für die unspezifische Proteinfärbung wurden die Polyacrylamid-Gele nach der Gelelekt-
rophorese für 30 min bei RT oder ü.N. bei 4°C in Fixierlösung inkubiert. Nach zwei 
Waschschritten erfolgte die Sensibilisierung (1 min) mit Natriumthiosulfatlösung. Nach 
der Sensibilisierung wurden die Gele kurz gewaschen und anschließend für 20 min in 
Silbernitratlösung gefärbt. Um Reste der Lösung zu entfernen, wurden die Gele nach der 
Färbung gründlich mit ddH2O gespült. Zur Detektion der Proteine wurden die Gele in 
Entwicklerlösung entwickelt bis die Banden sichtbar wurden. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von Fixierlösung gestoppt.  
 
3.2.9 Biolayer Interferometry (BLItz®) 
Die Bindungsaffinität zwischen FHR5 und MAA-BSA wurde mittels Biolayer Interfero-
metry bestimmt. Hierzu wurde FHR5 (20 µg/ml in DPBS) über den C-terminalen His-Tag 
für 240 s an Ni-NTA Biosensoren gebunden. Nachdem die unspezifischen Bindestellen 
mit Blockpuffer blockiert wurden (120 s), wurde MAA-BSA in verschiedenen Konzentra-
tionen (72, 36, 18, 9, 45 µM) appliziert. Die Assoziationsphase wurde für 240 s verfolgt. 
Im Anschluss an die Assoziationsphase wurde die Dissoziation in DPBS für weitere 
240 s gemessen. Als Negativkontrolle wurde sh-BSA (sham treated-BSA) verwendet. 
Der KD-Wert wurde mit Hilfe der BLItz® Pro Software berechnet. 
 
3.2.10 CellTiter-Blue®-Assays  
Zur Untersuchung der Zellschädigung wurden humane Mesangialzellen in einer 96-Well 
Platte (1x104 Zellen pro Well) ausgesät und für zwei Tage bei 37°C und 5 % CO2 kulti-
viert. Nach lichtmikroskopischer Prüfung der Konfluenz wurde das verbrauchte Kultur-
medium zunächst verworfen. Anschließend wurde frisches Medium (Kontroll-Wells), Me-
dium mit FHR5 (3; 5; 7,5; 10; 15; und 20 µg/ml) und Medium mit PBS (Volumen entspre-
chend der jeweiligen FHR5 Konzentration) zu den adhärenten Zellen gegeben. Für eine 
weitere Untersuchung wurde Medium mit NHS (2,5; 5 und 10 %) in An- oder Abwesen-
heit von FHR5 (10 µg/ml) oder PBS appliziert. Um die Basisvitalität der Zellen zu ermit-
teln, wurde Medium ohne NHS und FHR5 bzw. PBS in die entsprechenden Kontroll-
Wells gegeben. Nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5 % CO2 wurde das Medium zu-
nächst durch CellTiter-Blue®-Substratlösung ersetzt. Nach weiteren 4 h bei 37°C und 
5 % CO2 wurde der Farbumschlag photometrisch bei einer Wellenlänge von 570 nm 
quantifiziert, da nur lebende Zellen durch ihre metabolische Aktivität in der Lage sind, 
blaues Resazurin zu rötlichem Resofurin zu reduzieren. Zur Auswertung wurden die OD-
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Werte der jeweiligen Kontroll-Wells gemittelt und auf 100 % gesetzt. Die Vitalität der be-
handelten Zellen wurde anschließend anhand dieser Kontrollen ermittelt. Die photomet-
rische Auswertung der CellTiter-Blue®-Assays wurde freundlicherweise von Dr. Hans-
Martin Dahse (Abteilung Infektionsbiologie, HKI Jena) unterstützt. 
 
3.2.11 ELISA-Techniken 
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die entsprechenden Proteine entweder ü.N. bei 
4°C oder für mindestens 1 h bei 37°C auf der Oberfläche einer Mikrotiterplatte immobili-
siert. Um unspezifische Bindestellen zu blockieren, wurde die Platte für mindestens 1 h 
mit Blockpuffer bei 37°C inkubiert. Alle Kavitäten wurden zwischen den einzelnen Schrit-
ten jeweils dreimal gründlich gewaschen. Sowohl der primäre als auch der sekundäre 
Antikörper/-serum wurden für 1 h bei RT auf der Platte inkubiert. Die Entwicklung der 
ELISAs erfolgte durch Zugabe von TMB Plus2 Substratlösung. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von Schwefelsäure (2 N) gestoppt. Anschließend wurde die Absorbanz 
photometrisch bei einer Wellenlänge von 450 nm bestimmt. Für die Zytokin-Analysen 
wurde die Absorbanz unter Verwendung der vom Hersteller empfohlenen Wellenlänge 
gemessen.  
 
3.2.11.1 Analyse der FHR5-Serumspiegel 
Die Quantifizierung der FHR5 Spiegel in humanem Serum erfolgte mit Hilfe eines kom-
merziellen Kits gemäß Herstellerangaben. Es wurde Serum von gesunden Donoren so-
wie von zufällig ausgewählten C3G Patienten für die Analyse verwendet. Die Proben 
wurden vor der Applikation 1:75 verdünnt. 
 
3.2.11.2 Nachweis von FHR5 und FHR5 Deletionsmutanten 
FHR5 und die FHR5 Deletionsmutanten (5 µg/ml in DPBS) wurden auf einer Mikrotiter-
platte immobilisiert. Nach Blockieren der unspezifischen Bindestellen erfolgte die Detek-
tion mittels des monoklonalen c-myc Antikörpers in Kombination mit dem entsprechen-
den HRP-gekoppelten Sekundärantiserum. 
 
3.2.11.3 FHR5, FHR21-2-FHR5 und FHR2 Bindung an MAA-BSA 
Die dosisabhängige Bindung von FHR5 an MAA-BSA wurde mit Hilfe zweier unter-
schiedlicher Setups untersucht. Einerseits wurden MAA-BSA und sh-BSA in konstanter 
Material und Methoden | 35 
 
Konzentration (10 µg/ml in DPBS) immobilisiert und aufsteigende Konzentrationen von 
FHR5 (2,5; 5; 7,5 und 10 µg/ml in DPBS) als Bindungspartner zu den beschichteten 
Kavitäten gegeben. Andererseits wurden MAA-BSA und sh-BSA in aufsteigenden Kon-
zentrationen (2,5; 5; 7,5; 10 µg/ml in DPBS) immobilisiert und FHR5 in konstanter Kon-
zentration (3 µg/ml in DPBS) hinzugegeben. Die Detektion der gebundenen Proteine er-
folgte in beiden Fälle mittels des monoklonalen c-myc Antikörpers in Kombination mit 
dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundärantiserum. Die Untersuchung der do-
sisabhängigen Bindung von FHR2 (2,5; 5; 7,5 und 10 µg/ml) an immobilisiertes 
MAA-BSA bzw. sh-BSA (10 µg/ml in DPBS) erfolgte ebenfalls unter Verwendung des 
monoklonalen c-myc Antikörpers in Kombination mit dem entsprechenden HRP-gekop-
pelten Sekundärantiserum.  
Um die Intensität der Bindung von Wildtyp-FHR5 und der C3G-assoziierten FHR5 Vari-
ante FHR21-2-FHR5 an MAA-BSA zu vergleichen, wurden MAA-BSA und sh-BSA 
(10 µg/ml in DPBS) auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Anschließend wurden FHR5 
und FHR21-2-FHR5 (5 µg/ml in DPBS) appliziert und für 1 h bei 37°C gebunden. Die 
Detektion der Bindung erfolgte wie oben beschrieben. Dieser Versuch wurde von Julian 
Matthes (Abteilung Infektionsbiologie, HKI Jena) durchgeführt und im Rahmen seiner 
Bachelorarbeit veröffentlicht (139). 
Zum Nachweis der FHR5 Bindung aus Serum wurden MAA-BSA und sh-BSA (10 µg/ml 
in DPBS) immobilisiert. Nach Blockieren der unspezifischen Bindestellen wurde NHS 
bzw. FHR1/FHR3-defizientes Serum (10 % in DPBS) in die jeweiligen Kavitäten pipet-
tiert. Die Detektion von gebundenem FHR5 erfolgte mittels eines polyklonalen FHR5 
Antiserum in Kombination mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundärantise-
rum. 
 
3.2.11.4 FHR5 Bindung an Laminin 
Laminin-521 oder Gelatine (10 µg/ml in DPBS) wurden zunächst immobilisiert. Nach Blo-
ckieren der unspezifischen Bindestellen wurden FHR5 und die Deletionsmutanten (50 
nM in DPBS) zugegeben und für 1 h bei 37°C inkubiert. Die gebundenen Proteine wur-
den mit dem monoklonalen c-myc Antikörper in Kombination mit dem entsprechenden 
HRP-gekoppelten Sekundärantiserum detektiert.  
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3.2.11.5 Kompetetion zwischen Volllängen-FHR5 und FHR5 Deletionsmutanten 
um die Bindung an MAA-BSA oder Laminin-521 
MAA-BSA und Laminin-521 (10 µg/ml in DPBS) wurden auf der Oberfläche einer Mikro-
titerplatte immobilisiert. Nach Blockieren der unspezifischen Bindestellen wurde biotiny-
liertes Volllängen-FHR5 (75 nM in DPBS) mit aufsteigenden Konzentrationen der Dele-
tionsmutanten FHR1-2 und FHR5-7 (0-75 nM) versetzt und zu den jeweiligen Vertiefungen 
gegeben. Nach der Inkubationszeit bei 37°C (1 h) wurde gebundenes FHR5 über HRP-
gekoppeltes Streptavidin detektiert. Die Biotinylierung von FHR5 wurde mittels EZ-
Link™ Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin gemäß Herstellerangaben durchgeführt. 
 
3.2.11.6 Kompetetion zwischen FHR5 und Faktor H um die Bindung an MAA-BSA 
Zur Untersuchung der Kompetetion zwischen FHR5 und Faktor H um die Bindung an 
MAA-Epitope wurde zunächst eine Mikrotiterplatte mit MAA-BSA und sh-BSA (10 µg/ml 
in DPBS) beschichtet. Nach einem Blockierschritt wurden FHR5 bzw. BSA (5-15 µg/ml) 
mit aufgereinigtem Faktor H (250 nM in DPBS) oder hitzeinaktiviertem Serum (20 % in 
DPBS) vermischt und die Lösungen in die entsprechenden Kavitäten pipettiert. Die Hit-
zeinaktivierung des Serums erfolgte durch 30 minütige Inkubation bei 56 °C. Die Fak-
tor H Bindung wurde mittels des monoklonalen Antikörper M16 (60) in Kombination mit 
dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundärantiserum detektiert.  
 
3.2.11.7 Komplementaktivierungsassay I (C3-Fragmentablagerung) 
Um den aktivierenden Einfluss des FHR21-2-FHR5 Hybridproteins auf MAA-Epitopen 
nachzuweisen, wurde Serum eines C3G Patienten mit komplementaktivem NHS (jeweils 
5 % Serum in Mg-EGTA Puffer) vermischt und nach einem Blockierschritt zu immobili-
siertem MAA-BSA bzw. sh-BSA (5 µg/ml in DPBS) gegeben. Zum Vergleich wurde NHS 
(10 % in Mg-EGTA Puffer) ohne Patientenserum appliziert. Nach 40 min Inkubation bei 
37°C wurden die abgelagerten C3-Aktivierungsfragmente durch Zugabe eines C3d spe-
zifischen polyklonalen Antiserums in Kombination mit dem entsprechenden HRP-gekop-
pelten Sekundärantiserum detektiert.  
Um den Einfluss von MAA-gebundenem FHR5 auf die Komplementaktivität zu untersu-
chen, wurden zunächst ebenfalls MAA-BSA und sh-BSA (5 µg/ml in DPBS) auf einer 
Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach einem Blockierschritt wurden FHR5, FHR55-7 bzw. 
BSA (200 nM in DPBS) zu den jeweiligen Vertiefungen gegeben und für 1 h bei RT ge-
bunden. Nach sorgfältigem Waschen wurde NHS (2 % in Mg-EGTA Puffer) zugegeben 
und die Platte anschließend für 40 min bei 37°C inkubiert. Die Detektion der 
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abgelagerten C3-Aktivierungsfragmente erfolgte wie oben beschrieben. Zu Kontrollzwe-
cken wurde der Versuch zusätzlich mit hitzeinaktiviertem Serum durchgeführt. 
Zur Demonstration der komplementaktivierenden Wirkung von Laminin-gebundenem 
FHR5 wurden Laminin und Gelatine (10 µg/ml in DPBS) immobilisiert. Nach Blockieren 
der unspezifischen Bindestellen wurden FHR5, Faktor H, FHR2 bzw. BSA (200 nM in 
DPBS) für 1 h bei RT gebunden. Nach Waschen der Platte wurde komplementaktives 
oder hitzeinaktiviertes NHS (10 % in Mg-EGTA Puffer) zugegeben und für 40 min bei 
37°C inkubiert. Die Detektion der abgelagerten Fragmente erfolgte wie oben beschrie-
ben.  
 
3.2.11.8 Komplementaktivierungsassay II (C3a Generierung)  
Um die C3a Freisetzung in Gegenwart von MAA-gebundenem FHR5 zu messen, wurden 
die ersten Schritte wie unter dem vorherigen Punkt beschrieben durchgeführt. Nach In-
kubation der Platte mit NHS (40 min, 37°C) wurden die Überstände abgenommen und 
mit Hilfe eines kommerziellen C3a Kits analysiert. 
 
3.2.11.9 Zytokin-Analytik 
Um den Einfluss von FHR5 auf humane Monozyten zu untersuchen, wurden FHR5, Fak-
tor H bzw. BSA (5 µg/ml in DPBS) auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Im Anschluss 
wurden frisch isolierte Monozyten (in RPMI Medium mit 10 % NHS) in An- oder Abwe-
senheit von Lipopolysaccharid (LPS, 5 ng/ml) zugegeben. Die Platte wurde anschlie-
ßend für 20 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Die TNFα und IL-10 Konzentrationen in 
den Überständen wurden mit Hilfe von kommerziellen Kits gemäß Herstellerangaben 
gemessen. Vor der Probenapplikation wurden die Überstände entweder 1:50 (TNFα) 
bzw. 1:10 (IL-10) verdünnt. 
 
3.2.12  CEWA – Kombinierte ELISA und Western Blot Analysen 
3.2.12.1 Bindung von Serum FHR5 und FHR21-2-FHR5 an MAA-BSA  
Zunächst wurde eine Mikrotiterplatte mit MAA-BSA und sh-BSA (10 µg/ml in DPBS) be-
schichtet. Nach Blockieren der unspezifischen Bindestellen wurde NHS oder Serum ei-
nes C3G Patienten (je 20% in DPBS) in die jeweiligen Vertiefungen gegeben. Nach der 
Inkubation (ü.N., 4°C) wurde die Platte zunächst gründlich gewaschen. Anschließend 
erfolgte die Elution der Proteine mit erhitztem reduzierenden Ladepuffer bei 56°C. Nach 
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Auftrennung der Proteine via Gelelektrophorese wurde eine Western Blot Analyse durch-
geführt. Die Detektion erfolgte mittels polyklonalem FHR5 Antiserum in Kombination mit 
dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundärantiserum. 
 
3.2.12.2 Inhibition der Faktor H-Kofaktoraktivität auf einer MAA-BSA beschichte-
ten Oberfläche durch FHR5 
MAA-BSA oder sh-BSA (10 µg/ml in DPBS) wurden auf einer Mikrotiterplatte immobili-
siert. Im Anschluss an den Blockierschritt wurde zunächst FHR5 (20 µg/ml in DPBS) und 
anschließend Faktor H (50 µg/ml in DPBS) appliziert. Nach jeweils 1 h Inkubationszeit 
(37°C) wurde ein Mastermix aus C3b und Faktor I (140 nM und 220 nM in DPBS) hinzu-
gegeben. Im Anschluss an eine weitere Inkubationszeit (1h, 37°C) wurde die Reaktion 
auf Eis abgestoppt, die Überstände unter reduzierenden Bedigungen auf ein 10%iges 
Polyacrylamid-Gel geladen und die Proteine per Elektrophorese getrennt. Die Detektion 
der C3-Fragmente erfolgte mittels Western Blot unter Verwendung eines polyklonalen 
C3 Antiserums in Kombination mit dem geeigneten HRP-gekoppelten Sekundärantise-
rum.  
 
3.2.13 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
3.2.13.1 Bindung von FHR5 an nekrotische HUVECs 
Einen Tag vor dem Experiment wurde das serumhaltige durch serumfreies Kulturme-
dium ersetzt. Nachdem die HUVECs am Versuchstag geerntet wurden, wurde die Nek-
rose durch Hitzeweinwirkung induziert (65°C, 700 rpm, 1 h). Die nekrotischen Zellen 
wurden anschließend für 30 min mit FHR5 (20 µg/ml in DPBS) inkubiert. Es wurde zu-
sätzlich ein Ansatz ohne FHR5 (nur DPBS) als Antikörperkontrolle mitgeführt. Im An-
schluss an die Inkubation wurden die Zellen gewaschen und mit einem monoklonalen c-
myc Antikörper in Kombination mit dem entsprechenden Alexa488®-konjugierten Antise-
rum gefärbt. Darüber hinaus wurden der Zellkern mit DAPI und die Zellmembran mit 
Weizenkeimagglutinin (WGA)-TexasRedTM-X visualisiert. Die Auswertung erfolgte kon-
fokal-mikroskopisch am Zeiss LSM 710 Confocal Microscope unter Verwendung der 
ZEN 2009 Microscopy Software. Kontrastanpassungen wurden, wenn nötig, bei der An-
tikörperkontrolle und der behandelten Probe in gleichem Maß vorgenommen.  
 
3.2.13.2 Nachweis von MAA-Epitopen auf nekrotischen HUVECs 
Für diesen Versuch wurden HUVECs kultiviert und nach dem Ernten durch Hitzeinduk-
tion nekrotisiert (65°C, 700 rpm, 1 h). Anschließend wurden die Zellen mit dem 
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monoklonalen NA17 (136) Antikörper (natürlicher IgM Antikörper gegen MAA-Epitope) 
oder einer IgM-Isotyp-Kontrolle inkubiert. Die Detektion erfolgte unter Verwendung des 
entsprechenden Alexa488®-konjugierten Antiserums. Auch hier wurden der Zellkern mit 
DAPI und die Zellmembran mit WGA-TexasRedTM-X visualisiert. Die Auswertung erfolgte 
wie im vorherigen Punkt beschrieben. Dieser Versuch wurde freundlicherweise von An-
drea Hartmann (Abteilung Infektionsbiologie, HKI Jena) unterstützt. 
 
3.2.14 Durchflusszytometrische Analysen 
3.2.14.1 Detektion von MAA-Epitopen auf Zellen 
Für den Nachweis von MAA-Epitopen wurden intakte (frisch geerntet) und nekrotische 
(65°C, 600 rpm, 20 min) HUVECs bzw. primäre humane Mesangialzellen mit dem mo-
noklonalen NA17 (136) oder E014 (135) IgM-Antikörper bzw. einer IgM-Isotyp-Kontrolle 
inkubiert. Die Detektion erfolgte mit dem entsprechenden Alexa488®-konjugierten Anti-
serum. Zur Unterscheidung von intakten und toten Zellen wurde der Farbstoff Viability 
Dye 780 verwendet. Des Weiteren wurden MAA-Epitope auf NHS-behandelten primären 
Mesangialzellen detektiert. Hierfür wurden die Zellen zunächst ausgesät und inkubiert. 
Nachdem die Zellen konfluent gewachsen waren, wurde das Kulturmedium verworfen 
und durch frisches Medium ersetzt. Dieses wurde zuvor mit aktivem NHS (2,5; 5 und 
10 %) versetzt. Nach 24-stündiger Inkubation wurden die Zellen geerntet und wie oben 
beschrieben durchflusszytometrisch analysiert. Um die unspezifische Hintergrundfär-
bung einzubeziehen, erfolgte die Berechnung der MAA-Epitop-Menge jeweils basierend 
auf der für jede Probe mitgeführten Antikörperkontrolle. Hierfür wurde der Messwert 
(MFI, mittlere Fluoreszenzintensität) der jeweiligen IgM-Isotyp-Kontrolle auf 100 % ge-




Um zu prüfen, ob FHR5 über MAA-Epitope an modifizierte Zellen bindet, wurde rekom-
binantes FHR5 (20 µg/ml in DPBS) mit MAA-BSA, sh-BSA (20 µg/ml) bzw. DPBS vorin-
kubiert (1 h bei 32°C). Anschließend wurden die jeweiligen Lösungen mit nekrotischen 
HUVECs (hitzeinduzierte Nekrose: 65°C, 700 rpm, 1 h) für 40 min bei 37°C inkubiert. 
Nach der Inkubation wurde die FHR5 Bindung unter Verwendung des monoklonalen c-
myc Antikörpers in Kombination mit dem entsprechenden Alexa488®-konjugierten Anti-
serum detektiert. Die Unterscheidung von lebenden und toten Zellen erfolgte mit Hilfe 
des Farbstoffs Viability Dye 780. Die Berechnung der MAA-Epitop-Menge erfolgte 
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basierend auf der jeweiligen Antikörperkontrolle. Hierfür wurde der MFI-Wert der jewei-
ligen IgM-Isotyp-Kontrolle auf 100 % gesetzt und die Steigerung des Signals mit dem 
spezifischen Antikörper für jede Bedingung berechnet. 
 
3.2.14.3 Immunodepletion von apoptotischen Jurkat Zellen 
Dieser Versuch wurde von Dr. Nikolina Papac-Milicevic im Rahmen einer Kooperation 
durchgeführt (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Christoph Binder, Medizinische Universität Wien). 
Die Apoptose von Jurkat Zellen wurde durch UVC Bestrahlung (100 mJ pro cm) indu-
ziert. Anschließend wurden die Zellen mit dem MAA-detektierenden monoklonalen IgM-
Antikörper LR04 (= LR04-n Fraktion) bzw. einer IgM-Isotyp-Kontrolle (= IC-n Fraktion) 
behandelt. Nach gründlichem Waschen wurden die Zellen mit IgM-Microbeads inkubiert 
und mit Hilfe einer MS MACS Säule in MAAhigh (IC-n) und MAA/MDAlow (LR04-n) Zellfrak-
tionen separiert. Nach durchflusszytometrischer Kontrolle (LR04, IgM-Isotyp-Kontrolle, 
Annexin V PE) wurden die Zellfraktionen mit FHR5 (50 und 100 nM in DPBS) inkubiert. 
Gebundenes FHR5 wurde im Anschluss mittels eines FHR5 spezifischen Antiserums 
detektiert und durchflusszytometrisch analysiert. 
 
3.2.14.4 Einfluss von FHR5 auf die Phagozytose von apoptotischen HUVECs 
durch humane Monozyten 
Einen Tag vor dem Versuch wurde die Apoptose von HUVECs durch Staurosporin indu-
ziert. Dafür wurden die HUVECs geerntet, zentrifugiert und anschließend in serum-
freiem, Staurosporin-versetztem (20 ng/ml) DMEM resuspendiert. Anschließend wurde 
die Zellsuspension in frische Zellkulturflaschen (T75) überführt und für ca. 16 h im Inku-
bator inkubiert. Am Versuchstag wurden die apoptotischen Zellen geerntet, mit DiD ge-
färbt und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert. Nach der Isolation von Monozyten aus 
Buffy Coats wurden diese zunächst mit DiO gefärbt. Parallel dazu wurden die apoptoti-
schen Endothelzellen für 30 min mit FHR5, Properdin oder BSA (20 µg/ml) inkubiert. 
Nach mehrmaligem Waschen wurden die Monozyten in 48-Well Zellkulturplatten (RPMI 
Medium mit 25µg/ml Gentamycinsulfat, 2 mM Ultraglutamin und 10 % NHS) ausgesät 
und mit den zuvor beladenen, DiD gefärbten, apoptischen HUVECs koinkubiert (1:1). 
Die Koinkubation erfolgte bei 37°C und 5 % CO2. Nachdem die biologischen Prozesse 
auf Eis abgestoppt wurden, wurden die Überstände verworfen, die Wells mit zimmerwar-
mem DPBS gespült und die Zellen danach unter Verwendung von eiskalter EDTA-Lö-
sung (10 mM) für ca. 35 min abgelöst. Anschließend erfolgte die durchflusszytometri-
sche Analyse der Proben.  
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3.2.15 Untersuchung von Nierenbiopsien 
3.2.15.1 Nachweis von FHR5 in Nierenbiopsien von C3G Patienten 
Dieser Versuch wurde von Kooperationspartnern in Hamburg durchgeführt (Arbeits-
gruppe Prof. Dr. Thorsten Wiech, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf). Die Forma-
lin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Nierenbiopsien wurden zum Nachweis von 
FHR5 immunhistochemisch gefärbt. Dafür wurden die Gewebeschnitte (1 µm) deparaf-
finisiert, rehydriert und vor dem Blockieren der unspezifischen Bindestellen mit Protease 
vorbehandelt (30 min, 37°C). Anschließend wurden die Schnitte mit einem monoklona-
len FHR5 Antikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Detektion erfolgte mit Zytochemp-
lus/POLAP100. Nach dem Waschen wurden die Schnitte in Neufuchsin-Naphthol As-Bi-
Phosphate Substratlösung gefärbt. Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mittels Hä-
malaun nach Mayer.  
 
3.2.15.2 Kolokalisation von FHR5 und Laminin in Nierenbiopsien  
Die Kolokalisation von FHR5 und Laminin (α5, β2 und γ2) wurde mittels Proximity Liga-
tion Assay untersucht. Dieser Versuch wurde ebenfalls von der Arbeitsgruppe um  Prof. 
Dr. Thorsten Wiech durchgeführt (Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf). Es wurde 
eine Nierenbiopsie eines Lupus Nephritis Patienten der Klasse IV sowie eine Nullstun-
den Kontroll-Biopsie (Transplantat) untersucht. 
 
3.2.16 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5 
für Windows unter Verwendung des ungepaarten t-Tests (*p<0,05;**p<0,01; 
***p<0,001). 
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4 Ergebnisse  
4.1 FHR5 ist in Glomeruli von C3G Patienten abgelagert und im 
Serum erhöht 
Um die Rolle von FHR5 bei der Pathogenese von C3-Glomerulopathie (C3G) besser zu 
verstehen und um neue Biomarker zur Charakterisierung der Erkrankung zu etablieren, 
wurden Nierenbiopsien von C3G Patienten im Rahmen einer Kooperation immunhisto-
chemisch auf FHR5 Ablagerungen untersucht (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Thorsten Wiech, 
Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf). FHR5 war in den Biopsien der Patienten vor 
allem im Mesangium des Glomerulus und entlang der verdickten peripheren Kapillar-
wände abgelagert (Abbildung 10 A, rote Färbung). Im Tubulointerstitium wurde hingegen 
kein FHR5 detektiert. Die immunhistochemischen Färbungen deuten auf eine FHR5 Ab-
lagerung entsprechend der Deposits mit hoher Elektronendichte im Mesangium, im sub-
endothelialen Raum (MPGN Muster) und der glomerulären Basalmembran (GBM) hin. 
Diese Deposits wurden bereits in vorangehenden elektronenmikroskopischen Untersu-
chungen lokalisiert. In Nierenbiopsien gesunder Personen konnte kein FHR5 nachge-
wiesen werden (hier nicht gezeigt). 
Da FHR5 in Glomeruli von C3G Patienten abgelagert ist, wurde als nächstes der FHR5 
Spiegel im Serum von Patienten mittels ELISA untersucht und mit dem einer gesunden 
Kontrollgruppe verglichen. Es konnte dabei gezeigt werden, dass die FHR5 Konzentra-
tion im Serum von C3G Patienten, gegenüber den gesunden Kontrollen, tendenziell er-
höht ist (Abbildung 10 B). Während der FHR5 Spiegel bei den getesteten Patienten im 
Durchschnitt 3,95 µg/ml betrug, lag er bei den Kontrollpersonen durchschnittlich bei 
3,01 µg/ml. Fünf der untersuchten C3G Patienten wiesen dabei einen FHR5 Spiegel von 
ca. 2 µg/ml im Serum auf, während die Konzentration bei allen anderen Patienten über 
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Abbildung 10: FHR5 ist in Glomeruli von C3G Patienten abgelagert und im Serum erhöht. 
(A) Zur Untersuchung der FHR5 Deposition in pathologisch veränderten Glomeruli wurden Nie-
renbiopsien von C3G Patienten immunhistochemisch gefärbt. FHR5 (rot) wurde dabei im glome-
rulären Mesangium sowie entlang der verdickten Kapillarwände detektiert. Dieses Muster weist 
auf FHR5 Ablagerungen im Mesangium, im subendothelialen Raum und der glomerulären Basal-
membran (GBM) hin. Das oben gezeigte Ergebnis ist repräsentativ für zehn unterschiedliche Nie-
renbiopsien. Die Färbungen wurden im Rahmen einer Kooperation in der Arbeitsgruppe von Prof. 
Dr. Thorsten Wiech (Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) durchgeführt sowie ausgewertet 
und freundlicherweise zur Verfügung gestellt. (B) Neben der intraglomerulären Deposition wurde 
FHR5 mittels ELISA im Serum quantifiziert. Hierzu wurde Serum von 15 C3G Patienten und 15 
gesunden Individuen (Kontrollen) analysiert. Die FHR5 Spiegel im Patientenserum (3,95 µg/ml ± 
0,41) waren im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (3,01 µg/ml ± 0,23) erhöht. Die Abbildung 
zeigt die Mittelwerte ±SEM. 
 
4.2 FHR5 bindet über oxidationsspezifische MAA-Epitope an 
modifizierte Zellen und aktiviert das Komplementsystem auf 
MAA-exponierenden Oberflächen 
4.2.1 Expression von FHR5 und FHR5 Deletionsmutanten im HEK293-
Zellsystem 
Die rekombinante Expression von FHR5 und vier Deletionsmutanten (Abbildung 11 A) 
erfolgte in HEK293-Zellen. Die Konstrukte zur Expression der Deletionsmutanten 
(pcDNA4FHR51-2, pcDNA4FHR53-4, pcDNA4FHR55-7 und pcDNA4FHR58-9) wurden in 
vorausgegangenen Arbeiten durch ortsgerichtete Mutagenese kloniert (Dissertation von 
Dr. Qian Chen, Dissertation von Dr. Ulrike Senftleben und Masterarbeit von Ramona 
Rudnick; alle Abteilung Infektionsbiologie, HKI Jena (83, 137, 138)). Nach Amplifikation 
(E. coli) und Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte die transiente Transfektion der hu-
manen emybronalen Nierenzellen mittels Polyethylenimin. Die HEK293-Zellen sezer-
nierten die rekombinanten Proteine in das serumfreie Kulturmedium, sodass diese mit-
tels Affinitätschromatographie über den C-terminalen His-Tag aus dem Kulturüberstand 
aufgereinigt werden konnten. Nach der Aufreinigung wurden die Mobilitäten der jeweili-
gen Proteine mittels Western Blot überprüft (Abbildung 11 B). Hierfür wurde der 
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monoklonale c-myc Antikörper verwendet, welcher den C-terminalen myc-Tag der Pro-
teine detektiert. Sowohl das Volllängenprotein als auch die Deletionsmutanten wurden 
in den erwarteten Größenbereichen detektiert. Die Gelelektrophorese wurde unter redu-
zierenden Bedingungen durchgeführt, weshalb alle Proteine vorwiegend in ihrer mono-
meren Form vorlagen. Um Antikörpereffekte auszuschließen, wurden FHR5 und die De-
letionsmutanten außerdem mit dem monoklonalen c-myc Antikörper mittels ELISA nach-
gewiesen. Die immobilisierten Proteine wurden mit vergleichbarer Intensität durch den 
Antikörper detektiert (Abbildung 11 C). 
 
 
Abbildung 11: Nachweis von rekombinantem FHR5 und FHR5 Deletionsmutanten. (A) Die 
Abbildung zeigt den modularen Aufbau von FHR5. Das Volllängenprotein FHR5 besteht aus neun 
SCRs und besitzt zwei Glykosylierungsstellen (SCR 2, SCR 7). Mittels ortsgerichteter Muta-
genese wurden im Rahmen vorheriger Arbeiten Deletionsmutanten kloniert, die für unterschied-
liche Bereiche des Volllängenproteins kodieren. Dies ermöglicht die separate Expression des N- 
und C-terminalen Endes (SCRs 1-2 und SCRs 8-9) sowie der beiden Mittelregionen des Proteins 
(SCRs 3-4 und SCRs 5-7). (B) Nach Transfektion und Aufreinigung wurden FHR5 und die Dele-
tionsmutanten mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen c-myc Antikörpers vi-
sualisiert. Spur 2 und Spur 4 zeigen jeweils die glykosylierte und nicht glykosylierte Form der 
Deletionsmutanten FHR51-2 und FHR5-7. Aufgrund der reduzierenden Bedingungen während der 
Gelelektrophorese sind überwiegend monomere Formen sichtbar. Alle Proteine wurden in den 
erwarteten Größenbereichen detektiert. (C) FHR5 und die Deletionsmutanten (5 µg/ml) wurden 
auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und mittels des monoklonalen c-myc Antikörpers im ELISA 
detektiert. Der Antikörper hat alle Proteine mit vergleichbarer Intensität gebunden. Die Ergebnisse 
repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
 
4.2.2 FHR5 akkumuliert an schadenassoziierten Bereichen modifizierter 
Zellen 
FHR5 bindet verstärkt an apoptotische und nekrotische Wirtszellen (77). Als Bindedo-
mäne für nekrotische Zellen wurde in Vorarbeiten die Mittelregion von FHR5 (SCRs 5-7) 
identifiziert (83). Durch Visualisierung der FHR5 Bindung an nekrotische HUVECs mit-
tels konfokaler Mikroskopie konnte nun gezeigt werden, dass FHR5 an 
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charakteristischen Bereichen der Zelloberfläche akkumuliert (Abbildung 12, grünes Flu-
oreszenzsignal). Hierfür wurden die nekrotischen Zellen mit rekombinantem FHR5 inku-
biert und die Bindung mittels des monoklonalen c-myc Antikörpers detektiert. Die Visu-
alisierung der intakten Zellmembran erfolgte mittels Texas-RedTM-X-konjugiertem Wei-
zenkeimagglutinin (WGA). Die Regionen an die FHR5 bevorzugt gebunden hat, konnten 
nicht mit dem Zellmembranmarker WGA (Abbildung 12, rotes Fluoreszenzsignal) ange-




Abbildung 12: FHR5 akkumuliert an spezifischen Bereichen geschädigter Zellen. Die Bin-
dung von FHR5 an nekrotische Zellen wurde mittels konfokaler Mikroskopie unter Verwendung 
des monoklonalen c-myc Antikörpers visualisiert. Die intakte Membran wurde mit Texas-RedTM-X-
konjugiertem Weizenkeimagglutinin (WGA, rotes Fluoreszenzsignal) und der Nukleus mit DAPI 
(blaues Fluoreszenzsignal) detektiert. FHR5 (Alexa-488, grünes Fluoreszenzsignal) akkumulierte 
spezifisch an WGA-freien Bereichen. Es ist ein repräsentatives Ergebnis von mindestens drei 
unabhängigen Experimenten abgebildet. 
 
4.2.3 Schadenassoziierte Bereiche modifizierter Zellen exponieren ver-
stärkt oxidationsspezifische MAA-Epitope 
MAA-Epitope werden vor allem durch Oxidation von Membranphospholipiden gebildet 
(140). Aufgrund dessen wurde vermutet, dass die FHR5 Bindung an geschädigte Berei-
che modifizierter Zellen mit der Exposition von MAA-Epitopen korreliert. Zur Prüfung die-
ser Hypothese wurden MAA-Epitope durch Konfokalmikroskopie auf der Zelloberfläche 
geschädigter Zellen lokalisiert (Abbildung 13). Die Detektion der MAA-Epitope erfolgte 
mit Hilfe eines natürlichen monoklonalen IgM-Antikörpers (NA17), während die Memb-
ranintegrität auch bei diesem Experiment mit dem Zellmembranmarker WGA (Abbildung 
13, rotes Fluoreszenzsignal) überprüft wurde. MAA-Epitope (Abbildung 13, grünes 
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Fluoreszenzsignal) wurden dabei ebenfalls vor allem an WGA-freien Bereichen expo-




Abbildung 13: MAA-Epitope werden an geschädigten Stellen der Zelloberfläche exponiert. 
MAA-Epitope (Alexa-488, grünes Fluoreszenzsignal) wurden mittels konfokaler Mikroskopie un-
ter Verwendung des natürlichen IgM-Antikörpers NA17 auf der Oberfläche nekrotischer HUVECs 
visualisiert. Die intakte Zellmembran wurde mit Texas-RedTM-X-konjugiertem Weizenkeimagglu-
tinin (WGA, rotes Fluoreszenzsignal) detektiert. Die MAA-Epitope waren vorwiegend an den 
WGA-freien Bereichen der Zelloberfläche exponiert. Der Nukleus wurde mit DAPI (blaues Fluo-
reszenzsignal) angefärbt. Dieses Ergebnis wurde mit freundlicher Unterstützung von Andrea 
Hartmann (Abteilung Infektionsbiologie, HKI Jena) generiert. Es ist ein repräsentatives Ergebnis 
von mindestens drei unabhängigen Experimenten abgebildet.  
 
Da FHR5 nicht an gesunde, sondern bevorzugt an modifizierte Zellen bindet (77), wurde 
als nächstes die Exposition von MAA-Epitopen auf intakten und nekrotischen Zellen 
quantifiziert. Zu diesem Zweck wurden intakte und nekrotische HUVECs sowie primäre 
humane Mesangialzellen mit MAA-spezifischen IgM-Antikörpern gefärbt und anschlie-
ßend durchflusszytometrisch analysiert. Das Ergebnis zeigt, dass die Zellten ohne vor-
herige Behandlung (intakt) nur wenige bis keine MAA-Epitope auf ihrer Oberfläche ex-
ponierten. Bei beiden Zelltypen stieg die Menge der MAA-Epitope durch Nekrose-Induk-
tion signifikant an (Abbildung 14 A und B).  
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Abbildung 14 MAA-Epitope werden auf nekrotischen HUVECs und primären humanen Me-
sangialzellen exponiert. (A, B) MAA-Epitope wurden auf intakten und nekrotischen HUVECs 
(A) sowie primären humanen Mesangialzellen (B) durchflusszytometrisch quantifiziert. In beiden 
Fällen wurden spezifische monoklonale IgM-Antikörper (NA17 oder E014) verwendet. Sowohl auf 
intakten HUVECs als auch auf intakten Mesangialzellen wurde nur eine geringe Menge an MAA-
Epitopen detektiert. Die Menge der exponierten MAA-Epitope stieg auf nekrotischen Zellen in 
beiden Fällen signifikant an. Die Histogramme zeigen jeweils ein repräsentatives Ergebnis von 
mindestens drei unabhängigen Experimenten. Die MFI-Werte wurden basierend auf die jeweilige 
spezifische Antiköperkontrolle normalisiert und im Balkendiagramm dargestellt. Die Ergebnisse 
repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
 
4.2.4 FHR5 interagiert mit oberflächengebundenen MAA-Epitopen 
FHR5 bindet vorzugsweise an MAA-exponierende Bereiche modifizierter Zellen. Auf-
grund dessen wurde die Interaktion von FHR5 und MAA-Epitopen mit Hilfe eines in vitro 
generierten MAA-Addukts (MAA-BSA) genauer charakterisiert. In Vorarbeiten konnte 
bereits gezeigt werden, dass FHR5 über die SCRs 5-7 an MAA-BSA bindet (83). In der 
vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion beider Moleküle nun genauer untersucht. So 
konnte durch zwei unterschiedliche ELISA-Setups gezeigt werden, dass die Bindung von 
FHR5 an MAA-BSA dosisabhängig ist. FHR5 (konstante Konzentration) hat einerseits 
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dosisabhängig an, in aufsteigenden Konzentrationen immobilisiertes, MAA-BSA gebun-
den (Abbildung 15 A). Anderseits hat FHR5 auch dann dosisabhängig gebunden, wenn 
es selbst in aufsteigenden Konzentrationen zu einer MAA-BSA-beschichteten Oberflä-
che (konstante Konzentration) gegeben wurde (Abbildung 15 B). Die Interaktion von 
FHR5 und MAA-BSA war spezifisch, da in beiden experimentellen Setups keine Bindung 
an die Kontrolloberfläche sh-BSA (sham treated-BSA) detektiert werden konnte.  
Die Affinität der FHR5::MAA Bindung wurde anschließend in Echtzeit mittels Biolayer 
Interferometry bestimmt. Hierfür wurde zunächst rekombinantes FHR5 über den C-ter-
minalen His-Tag an nickelbeschichtete Biosensoren gebunden. Nach Zugabe verschie-
dener MAA-BSA Konzentrationen und Messung der Assoziations- bzw. Dissoziations-
phase wurde der KD-Wert (Dissoziationskonstante) errechnet und die Bindungsstärke 
auf diese Weise quantifiziert. Die Bindungskurven zeigten ein starkes Assoziationsprofil 
sowie stabile Komplexe nach Entfernen des Liganden (Abbildung 15 C). Für die 
FHR5::MAA Interaktion wurde ein KD-Wert von 20,47 nM errechnet. 
Um strukturelle Einflüsse der MAA-bindenden Deletionsmutante FHR5-7 auszuschließen, 
wurde ein Konkurrenz-Assay durchgeführt. Dafür wurde das Volllängenprotein biotiny-
liert und danach mit aufsteigenden Konzentrationen der Deletionsmutanten FHR5-7 oder 
FHR1-2 versetzt. Anschließend wurden die Lösungen auf eine MAA-BSA beschichtete 
Mikrotiterplatte gegeben und die Bindung des Volllängenproteins über die Streptavidin-
Interaktion detektiert. Die Gegenwart von FHR5-7 führte zu einer dosisabhängigen Re-
duktion der FHR5 Bindung an MAA-BSA, wohingegen FHR1-2 keinen Einfluss auf die 
Bindung hatte (Abbildung 15 D).  
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Abbildung 15: FHR5 bindet mit nanomolarer Affinität an MAA-Epitope. (A, B) MAA-BSA und 
die Negativkontrolle sh-BSA wurden in (A) aufsteigenden (2,5-10 µg/ml) oder (B) konstanten 
(10 µg/ml) Konzentrationen auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach Blockieren der unspezi-
fischen Bindestellen wurde FHR5 in (A) konstanten (3 µg/ml) oder (B) aufsteigenden Konzentra-
tionen (2,5-10 µg/ml) als Ligand in der Flüssigphase zugegeben. Die Bindung wurde in beiden 
Fällen unter Verwendung des monoklonalen c-myc Antikörpers detektiert. In beiden experimen-
tellen Setups wurde eine dosisabhängige Bindung von FHR5 an immobilisiertes MAA-BSA nach-
gewiesen. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen 
Experimenten. (C) Die Bindungsaffinität zwischen MAA-BSA und FHR5 wurde in Echtzeit mittels 
Biolayer Interferometry (BLItz®) bestimmt. Dafür wurde FHR5 über den C-terminalen His-Tag an 
einen Ni-NTA Biosensor gebunden. Nach Durchführung eines Blockierschrittes wurde MAA-BSA 
in den oben dargestellten Konzentrationen zugegeben und die Assoziationsphase für 240 s ge-
messen. Die Dissoziationsphase wurde ebenfalls für 240 s verfolgt. Der KD-Wert betrug 
20,47 nM. Es ist ein repräsentatives Ergebnis von mindestens drei unabhängigen Experimenten 
abgebildet. (D) Die Deletionsmutanten FHR1-2 oder FHR5-7 wurden in aufsteigenden Konzentrati-
onen (25-75 nM) mit biotinyliertem Volllängen FHR5 (75 nM) vermischt und auf eine MAA-be-
schichtete Mikrotiterplatte gegeben. Gebundenes FHR5 wurde mittels Streptavidin detektiert. 
FHR55-7 hat die Bindung von FHR5 dosisabhängig inhibiert. Die Gegenwart von FHR1-2 hatte kei-
nen Effekt auf die Bindung. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens 
drei unabhängigen Experimenten. 
 
Da die bisher gezeigten Daten darauf hinweisen, dass FHR5 vor allem über MAA-
Epitope an modifizierte Zellen bindet, wurde spekuliert, dass das C3G-asssoziierte Hyb-
ridprotein FHR21-2-FHR5 mit höherer Intensität an MAA-Epitope bindet als das Wildtyp-
Protein. Diese Hypothese wurde mit Hilfe eines ELISA-basierten Experiments überprüft. 
MAA-BSA und sh-BSA wurden auf der Oberfläche immobilisiert und mit rekombinantem 
FHR5 bzw. FHR21-2-FHR5 inkubiert. Die Bindung wurde unter Verwendung des 
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monoklonalen c-myc Antikörpers detektiert. Das krankheitsassoziierte Hybridprotein 
FHR21-2-FHR5 hat dabei signifikant stärker an MAA-BSA gebunden als das Wildtyp-Pro-
tein FHR5 (Abbildung 16 A). Um den Einfluss von FHR2 bei der Bindung des Hybridpro-
teins auszuschließen, wurde die FHR2::MAA Interaktion ebenfalls mittels ELISA unter-
sucht. Es konnte jedoch auch bei der höchsten FHR2 Konzentration (10 µg/ml) keine 
Bindung an immobilisiertes MAA-BSA nachgewiesen werden (Abbildung 16 B).  
 
 
Abbildung 16: FHR21-2-FHR5 bindet FHR2-unabhängig stärker an MAA-BSA als FHR5. (A) 
Die Bindungsstärken von FHR21-2-FHR5 und FHR5 an MAA-BSA wurden mittels ELISA vergli-
chen. MAA-BSA und sh-BSA wurden dafür zunächst immobilisiert. Nach Blockieren der unspezi-
fischen Bindestellen wurden FHR5 oder FHR21-2-FHR5 (5 µg/ml) in der Flüssigphase zugeben. 
Die gebundenen Proteine wurden unter Verwendung des monoklonalen c-myc Antikörpers de-
tektiert. Das Hybridprotein FHR21-2-FHR5 hat dabei signifikant stärker an MAA-BSA gebunden 
als Wildtyp-FHR5. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unab-
hängigen Experimenten. Diese wurden von Julian Matthes (Abteilung Infektionsbiologie, HKI 
Jena) durchgeführt und im Rahmen seiner Bachelorarbeit veröffentlicht (139). (B) Die dosisab-
hängige Bindung von FHR2 (2,5-10 µg/ml) an MAA-BSA wurde mittels ELISA untersucht. Die 
Detektion der Bindung erfolgte unter Verwendung des monoklonalen c-myc Antikörpers. FHR2 
hat in keiner der getesteten Konzentrationen an MAA-BSA gebunden. Die Bindung von FHR5 
(10 µg/ml) an MAA-BSA wurde als Positivkontrolle mitgeführt.  
 
Die Bindung von FHR5 und FHR21-2-FHR5 an MAA-BSA wurde in den bisher gezeigten 
Experimenten unter Verwendung rekombinanter Proteine untersucht. Aufgrund dessen 
wurde mittels CEWA (kombinierte ELISA und Western Blot Analyse) getestet, ob auch 
Serum-FHR5 bzw. FHR21-2-FHR5 aus Patientenserum an MAA-BSA binden. Zu diesem 
Zweck wurde eine Mikrotiterplatte mit MAA-BSA und sh-BSA beschichtet und mit nor-
malem humanen Serum (NHS) oder Patientenserum inkubiert. Nach der Inkubation wur-
den die gebundenen Proteine von der Oberfläche eluiert und via Gelelektrophorese ge-
trennt. Anschließend wurden FHR5 und das Hybridprotein mittels Western Blot detek-
tiert. Sowohl das Wildtyp-Protein FHR5 (Abbildung 17, Spur 1 und Spur 3, jeweils untere 
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Bande) als auch das krankheitsassoziierte Protein FHR21-2-FHR5 (Abbildung 17 A, Spur 
3, obere Bande) haben spezifisch an MAA-BSA gebunden.  
Um die Bindung von Serum-FHR5 an MAA-BSA zu verifizieren, wurde zusätzlich ein 
ELISA Experiment durchgeführt. MAA-BSA und sh-BSA wurden immobilisiert und mit 
NHS oder FHR1/FHR3-defizientem Serum inkubiert. Die Bindung von FHR5 wurde 
durch ein spezifisches Antiserum nachgewiesen. FHR5 hat sowohl aus NHS als auch 
aus FHR1/FHR3-defizientem Serum an MAA-BSA gebunden (Abbildung 17 B).  
 
 
Abbildung 17: FHR5 und FHR21-2-FHR5 aus humanem Serum binden an MAA-BSA. (A) 
MAA-BSA und die Negativkontrolle sh-BSA wurden auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach 
Blockieren der unspezifischen Bindestellen wurde die MAA-BSA-beschichtete Oberfläche mit hu-
manem Serum (20 % NHS oder Serum des C3G Patienten #638) inkubiert. Nach intensivem 
Waschen wurden die gebundenen Proteine eluiert und mittels Gelelektrophorese separiert. FHR5 
und FHR21-2-FHR5 wurden anschließend mittels Western Blot unter Verwendung eines spezifi-
schen FHR5 Antiserums detektiert. FHR5 (Spur 1 und Spur 3, untere Banden) und FHR21-2-FHR5 
(Spur 3, obere Bande) aus Serum haben spezifisch an die MAA-BSA Oberfläche gebunden. Es 
ist ein repräsentativer Western Blot von mindestens drei unabhängigen Experimenten abgebildet. 
(B) Die Bindung von Serum-FHR5 an MAA-BSA wurde mittels ELISA verifiziert. Hierzu wurden 
MAA-BSA und sh-BSA immobilisiert und nach einem Blockierschritt mit humanem Serum (10 %) 
inkubiert. Gebundenes FHR5 wurde mit einem spezifischen Antikörper detektiert. FHR5 hat so-
wohl aus NHS als auch aus FHR1/FHR3-defizientem Serum spezifisch an MAA-BSA gebunden. 
Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experi-
menten.  
 
Um zu demonstrieren, dass FHR5 tatsächlich über MAA-Epitope an modifizierte Zellen 
bindet, wurde ein Inhibitionsexperiment durchgeführt. FHR5 wurde dafür zunächst in ei-
nem Reaktionsgefäß in der Flüssigphase mit MAA-BSA oder sh-BSA vorinkubiert. An-
schließend wurden nekrotische HUVECs mit der Lösung resuspendiert und die Bindung 
von FHR5 an die Zelloberfläche durchflusszytometrisch analysiert. Die Ergebnisse zei-
gen, dass die Oberflächenbindung von FHR5 durch die Vorinkubation mit MAA-BSA re-
duziert war, jedoch nicht signifikant (Abbildung 18).  
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Abbildung 18: Die Vorinkubation mit MAA-BSA bewirkt eine Reduktion der FHR5 Bindung 
an nekrotische Zellen. Um die Interaktion von FHR5 und MAA-BSA in der Flüssigphase zu un-
tersuchen, wurde rekombinantes FHR5 mit MAA-BSA (oder sh-BSA) in einem Reaktionsgefäß 
vorinkubiert (jeweils 20 µg/ml). Anschließend wurde die Lösung zu nekrotischen HUVECs gege-
ben und die Zellbindung von FHR5 unter Verwendung des monoklonalen c-myc Antikörpers 
durchflusszytometrisch analysiert. Die Bindung von, mit MAA-BSA vorinkubiertem, FHR5 war im 
Vergleich zu den Kontrollen reduziert. Das Histogramm zeigt jeweils ein repräsentatives Ergebnis 
von mindestens drei unabhängigen Experimenten. Die MFI-Werte wurden basierend auf die An-
tiköperkontrolle normalisiert und im Balkendiagramm dargestellt. Die Ergebnisse repräsentieren 
den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
 
Um dennoch zu verifizieren, dass FHR5 über MAA-Epitope an die Oberfläche veränder-
ter Zellen bindet, wurde im Rahmen einer Kooperation ein zusätzliches Experiment 
durchgeführt (Dr. Nikolina Papac-Milicevic, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Binder, Medizinische 
Universität Wien). Hierfür wurden apoptotische Zellen zunächst immundepletiert und in 
zwei Zellfraktionen separiert (MAAhigh ≙ IC-n und MAAlow ≙ LR04-n). Beide Fraktionen 
wurden mit rekombinantem FHR5 inkubiert und die Bindung anschließend unter Ver-
wendung eines FHR5 Antiserums durchflusszytometrisch quantifiziert. FHR5 hat dabei 
mit signifikant geringerer Intensität an Zellen mit wenig MAA-Epitopen auf der Oberflä-
che (MAAlow) gebunden (siehe Anhang, Ergänzende Abbildung 1). Dies bedeutet, dass 
die Menge an MAA-Epitopen die Intensität der FHR5 Bindung an modifizierte Zellober-
flächen beeinflusst. 
 
4.2.5 FHR5 inhibiert die Kofaktoraktivität von Faktor H auf MAA-exponie-
renden Oberflächen durch Konkurrenzbindung 
Neben FHR5 bindet auch der Komplementinhibitor Faktor H an MAA-Epitope (67). Des-
halb wurde spekuliert, dass beide Regulatorproteine um die Bindung an den Interakti-
onspartner konkurrieren. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde rekombinantes 
FHR5 in aufsteigenden Konzentrationen mit aufgereinigtem Faktor H vermischt und 
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anschließend auf eine MAA-beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Die Faktor H Bin-
dung wurde unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers M16 gemessen. FHR5 
hat die Bindung von Faktor H an MAA-BSA dosisabhängig inhibiert (Abbildung 19 A). 
Die Gegenwart von BSA hatte erwartungsgemäß keinen Einfluss auf die Bindung. Kon-
sequenterweise hat die Zugabe von rekombinantem FHR5 zu hitzeinaktiviertem Serum 
ebenfalls zur Reduktion der Faktor H Bindung an MAA-BSA geführt, während FHR2 kei-
nen Effekt hatte (Abbildung 19 B). Erstaunlicherweise war die Bindung von Faktor H an 
MAA-BSA in hitzeinaktiviertem Serum des C3G Patienten #638 (hiS#638) ohne Zugabe 
weiterer Proteine bereits signifikant geringer als in hitzeinaktiviertem Serum gesunder 
Donoren (hiNHS). FHR5 zeigte jedoch auch hier den inhibierenden Effekt auf die Fak-





Abbildung 19: FHR5 konkurriert mit Faktor H um die Bindung an MAA-BSA. (A) MAA-BSA 
(10 µg/ml) wurde auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und danach mit Blockpuffer inkubiert. Im 
Anschluss wurde Faktor H (250 nM) mit FHR5 oder BSA (aufsteigende Konzentrationen) ver-
mischt und zu den MAA-beschichteten Kavitäten gegeben. Die Faktor H Bindung wurde unter 
Verwendung des monoklonalen Antikörpers M16 detektiert. FHR5 hat die Bindung von Faktor H 
an MAA-BSA dosisabhängig inhibiert. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von 
mindestens drei unabhängigen Experimenten. (B) MAA-BSA und sh-BSA (10 µg/ml) wurden im-
mobilisiert. Nach Blockieren der unspezifischen Bindestellen wurde hitzeinaktiviertes Serum 
(20 % hiNHS oder hiS des C3G Patienten #638) in An- oder Abwesenheit von rekombinantem 
FHR5 oder FHR2 (20 µg/ml) auf die beschichtete Platte gegeben. Nach der Inkubation wurde die 
Faktor H Bindung mittels des monoklonalen Antikörper M16 untersucht. Die Zugabe von FHR5 
zum Serum hat die Faktor H Bindung an MAA-BSA verringert, während die Zugabe von FHR2 
keinen Einfluss hatte. Die Bindung von Faktor H aus Patientenserum war, verglichen mit NHS, 
bereits ohne Zugabe weiterer Proteine signifikant geringer. Jedoch hat die Zugabe von FHR5 im 
Gegensatz zu FHR2 auch hier zur Inhibition der Faktor H Bindung geführt. Die Ergebnisse reprä-
sentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
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MAA-gebundener Faktor H besitzt Kofaktoraktivität für die Serinprotease Faktor I und ist 
damit an der Degradation des Opsonins C3b auf MAA-exponierenden Oberflächen be-
teiligt (67). Da FHR5 mit Faktor H um die MAA-Bindung konkurriert, wurde die Hypo-
these aufgestellt, dass der Komplementaktivator die Faktor H-vermittelte C3b-Spaltung 
auf MAA-Oberflächen reduziert. Um dies zu überprüfen, wurde FHR5 zunächst an eine 
MAA-beschichtete Oberfläche gebunden und anschließend mit Faktor H inkubiert. Nach 
Zugabe von C3b und Faktor I wurden die Überstände abgenommen, via Gelelektropho-
rese separiert und die C3-Spaltprodukte mittels Western Blot detektiert. Die Gegenwart 
von FHR5 hat eine signifikante Reduktion der C3b-Degradation auf MAA-Oberflächen 
bewirkt (Abbildung 20 A, Spur 2 vs. Spur 3). FHR5 allein hatte keine Kofaktoraktivität 
(Abbildung 20 A, Spur 4). Die Bandenintensitäten der α‘43/α’41 Fragmente wurden mit 
Hilfe der Bildverarbeitungssoftware Image J quantifiziert und statistisch ausgewertet (Ab-
bildung 20 B). Auf einer mit sh-BSA beschichteten Kontrolloberfläche fand keine C3b-
Spaltung statt (Abbildung 20 C).  
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Abbildung 20: FHR5 reduziert die Kofaktoraktivität von Faktor H auf MAA-exponierenden 
Oberflächen. (A) MAA-BSA (10 µg/ml) wurde zunächst auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. 
Nach einem Blockierschritt wurden FHR5 (320 nM) und/oder Faktor H (322 nM) in den oben ab-
gebildeten Kombinationen zugegeben. Nach der Inkubation und intensivem Waschen wurde C3b 
(140 nM) gemeinsam mit Faktor I (220 nM) appliziert. Anschließend wurden die Überstände ab-
genommen und mittels SDS-PAGE separiert. Die C3b-Spaltprodukte wurden unter Verwendung 
eines C3 spezifischen Antiserums via Western Blot detektiert. Die C3b-Degradation war in Ge-
genwart von FHR5 (Spur 3 vs. Spur 2) verringert. FHR5 hat somit die Kofaktoraktivität von Fak-
tor H auf der MAA-beschichteten Oberfläche inhibiert. FHR5 allein bewirkte keine C3b-Spaltung 
(Spur 4). Spur 1 zeigt die Kontrolle ohne FHR5 und/oder Faktor H. Es ist ein repräsentativer 
Western Blot von mindestens drei unabhängigen Experimenten abgebildet. (B) Die Intensitäten 
der α‘43/α’41 Banden des in (A) dargestellten Western Blots wurden mit Hilfe der Software Image 
J quantifiziert. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD. (C) Auf der Kontrolloberfläche 
sh-BSA wurde C3b nicht gespalten. Es ist ein repräsentativer Blot von zwei unabhängigen Expe-
rimenten abgebildet. 
 
4.2.6 MAA-gebundenes FHR5 aktiviert das Komplementsystem 
FHR5 bindet über MAA-Epitope an geschädigte Wirtszellen und konkurriert dabei mit 
dem Komplementinhibitor Faktor H. Um die Funktion von FHR5 auf der oxidationsspe-
zifischen Oberfläche zu untersuchen, wurde zunächst NHS oder Serum des C3G Pati-
enten #638 in Anwesenheit von komplementaktivem NHS auf eine MAA-beschichtete 
Oberfläche gegeben. Anschließend wurde die Komplementaktivierung über die C3-Frag-
mentdeposition gemessen. Die Zugabe von NHS allein bewirkte dabei bereits eine 
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verstärkte Ablagerung von C3-Spaltprodukten (Abbildung 21 A). Die Anwesenheit des 
Patientenserums, welches das stark MAA-bindende FHR21-2-FHR5 Hybridprotein ent-
hält, steigerte die Deposition der C3-Fragmente auf der oxidationsspezifischen Oberflä-
che gegenüber NHS. Diese Ergebnisse deuten bereits auf die komplementaktivierende 
Wirkung von FHR5 auf MAA-Oberflächen hin. Um den Einfluss von FHR5 zu verifizieren, 
wurden FHR5, die MAA-bindende Deletionsmutante FHR55-7 oder BSA zunächst an eine 
MAA-beschichtete Oberfläche gebunden. Im Anschluss wurde aktives oder hitzeinakti-
viertes NHS zugegeben und danach die C3-Fragmentablagerung quantifiziert. MAA-ge-
bundenes FHR5 steigerte die C3-Fragmentdeposition, während die Mitteldomäne 
FHR55-7 allein keine Erhöhung der Komplementaktivität bewirkte (Abbildung 21 B). Nach 
Zugabe von hitzeinaktiviertem Serum war dieser Effekt erwartungsgemäß nicht mehr 
detektierbar, da kein aktives Komplement mehr vorhanden ist. Auf der mit sh-BSA be-
schichteten Kontrolloberfläche wurde unter gleichen Bedingungen ebenfalls keine C3-
Fragmentablagerung nachgewiesen (Abbildung 21 C).  
 
 
Abbildung 21: MAA-gebundenes FHR5 verstärkt die Deposition von C3-Aktivierungsfrag-
menten. (A) Eine Mikrotiterplatte wurde mit MAA-BSA oder sh-BSA (5 µg/ml) beschichtet und 
die unspezifischen Bindestellen blockiert. Danach wurden NHS (10 %) oder Serum des C3G Pa-
tienten #638 (5% Patientenserum kombiniert mit 5% komplementaktivem NHS) zugegeben. Da-
nach wurden die abgelagerten C3-Aktivierungsfragmente unter Verwendung eines C3d Antise-
rums detektiert. Die C3-Fragmentablagerung war in Anwesenheit des Patientenserums erhöht. 
Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experi-
menten. (B) FHR5, FHR55-7 oder BSA (200 nM) wurden auf einer MAA-BSA beschichteten Mikro-
titerplatte inkubiert. Nach Entfernen der ungebundenen Proteine wurden NHS oder hitzeinakti-
viertes Serum (jeweils 2 %) zugegeben und die C3-Fragmentablagerung mit Hilfe des C3d spe-
zifischen Antiserums detektiert. MAA-gebundenes FHR5 hat die C3-Fragmentde-position gestei-
gert. Die MAA-bindende Deletionsmutante FHR5-7 allein hatte keinen Einfluss auf die Komple-
mentaktivität. Bei Zugabe von hitzeinaktiviertem Serum war der Effekt von MAA-gebundenem 
FHR5 nicht mehr nachweisbar. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindes-
tens drei unabhängigen Experimenten. (C) Auf einer sh-BSA-beschichteten Oberfläche hatte 
FHR5 keinen Einfluss auf die C3-Fragmentablagerung. Die Ergebnisse repräsentieren den Mit-
telwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
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Neben der Deposition von C3-Aktivierungsfragmenten wurde zur Verifizierung der kom-
plementaktivierenden Wirkung auch die Freisetzung des Anaphylatoxins C3a auf MAA-
Epitopen in Anwesenheit von FHR5 untersucht. Hierfür wurde MAA-BSA ebenfalls im-
mobilisiert und mit Volllängen-FHR5, FHR55-7 oder BSA inkubiert. Nach Zugabe von ak-
tivem bzw. hitzeinaktiviertem NHS wurden die C3a Spiegel im Überstand mit Hilfe eines 
kommerziellen ELISA-Kits gemessen. Übereinstimmend mit den Ergebnissen der C3-
Fragmentdeposition hat MAA-gebundenes FHR5 in Gegenwart von aktivem NHS die 
Freisetzung von C3a bewirkt (Abbildung 22 A). Die Deletionsmutante FHR55-7 allein 
hatte keinen Einfluss auf die Bildung des Anaphylatoxins. Auf der Kontrolloberfläche sh-
BSA wurde erwartungsgemäß kein C3a detektiert (Abbildung 22 B).  
 
 
Abbildung 22: MAA-gebundenes FHR5 verstärkt die C3a Freisetzung. (A) FHR5, FHR55-7 
oder BSA (200 nM) wurden auf eine MAA-BSA-beschichtete (5 µg/ml) Mikrotiterplatte gegeben. 
Nach intensivem Waschen wurden NHS oder hitzeinaktiviertes Serum (jeweils 2 %) zugegeben 
und die C3a Spiegel mit Hilfe eines kommerziellen Kits quantifiziert. FHR5 hat die Bildung von 
C3a auf der MAA-Oberfläche induziert, während die MAA-bindende Deletionsmutante FHR5-7 al-
lein keinen Effekt auf die C3a Konzentration im Überstand hatte. Die Ergebnisse repräsentieren 
den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. (B) Auf der mit sh-BSA 
beschichteten Oberfläche konnte keine C3a Freisetzung nachgewiesen werden. Die Ergebnisse 
repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
 
4.3 FHR5 aktiviert das Komplementsystem auf Laminin-521 
4.3.1 FHR5 bindet über die SCRs 5-7 an Laminin-521 
FHR5 bindet über MAA-Epitope an modifizierte Wirtszellen. Dies liefert eine Erklärung 
für die FHR5 Ablagerung im Mesangium geschädigter Glomeruli bei C3G Patienten. 
FHR5 ist bei C3G Patienten jedoch ebenfalls entlang der GBM abgelagert. Da die Inter-
aktionspartner dort bisher unbekannt sind, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob FHR5 
an die EZM-Komponente Laminin-521 bindet.  
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In einem ELISA-basierten Experiment konnte gezeigt werden, dass das Volllängenpro-
tein FHR5 an oberflächengebundenes Laminin-521 bindet (Abbildung 23 A). Hierfür 
wurde Laminin-521 immobilisiert und rekombinantes FHR5 hinzugegeben. Die Bindung 
wurde mit Hilfe des monoklonalen c-myc Antikörpers detektiert. FHR5 hat dabei spezi-
fisch an Laminin-521 gebunden. Um die Interaktionsdomäne innerhalb des Proteins zu 
identifizieren, wurde im gleichen Versuchsaufbau die Bindung der Deletionsmutanten an 
immobilisiertes Laminin-521 untersucht. FHR55-7 hat an Laminin-521 gebunden, wäh-
rend für die Deletionsmutanten FHR51-2, FHR53-4 und FHR58-9 keine Bindung detektiert 
wurde (Abbildung 23 B).  
Um bei der Interaktion strukturelle Einflüsse der Deletionsmutanten auszuschließen, 
wurde ein Konkurrenz-Assay durchgeführt, bei dem die Bindung von biotinyliertem Voll-
längen-FHR5 an Laminin-521 über die Streptavidin-Interaktion in Gegenwart von 
FHR55-7 oder FHR51-2 gemessen wurde. FHR55-7 hat die FHR5 Bindung an Laminin-521, 
im Gegensatz zu FHR51-2, dosisabhängig inhibiert (Abbildung 23 C). Die Struktur der 
Deletionsmutante hat somit keinen Einfluss auf die Interaktion.  
 
 
Abbildung 23: FHR5 bindet über die Mittelregion an Laminin-521. (A) Laminin-521 und Ge-
latine (10 µg/ml) wurden immobilisiert. Nach Blockieren der unspezifischen Bindestellen wurde 
FHR5 (50 nM) in die jeweiligen Kavitäten gegeben und die Bindung unter Verwendung des mo-
noklonalen c-myc Antikörpers detektiert. Das Volllängenprotein FHR5 hat spezifisch an Lami-
nin-521 gebunden. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei un-
abhängigen Experimenten. (B) Die Deletionsmutanten FHR55-7, FHR51-2, FHR53-4 und FHR58-9 
(50 nM) wurden ebenfalls auf eine Laminin-521-beschichtete (10 µg/ml) Mikrotiterplatte gegeben 
und die Bindung mittels des monoklonalen c-myc Antikörpers detektiert. FHR55-7 hat als einzige 
Deletionsmutante an Laminin-521 gebunden. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD 
von mindestens drei unabhängigen Experimenten. (C) Nach Immobilisierung von Laminin-521 
(10 µg/ml) wurden zunächst die unspezifischen Bindestellen blockiert. Anschließend wurden die 
Deletionsmutanten FHR51-2 oder FHR55-7 in aufsteigenden Konzentrationen (25-75 nM) mit bioti-
nyliertem Volllängen-FHR5 (75 nM) vermischt und auf die beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. 
Gebundenes FHR5 wurde mittels Streptavidin detektiert. FHR55-7 hat die Bindung von FHR5 an 
Laminin-521 dosisabhängig inhibiert. Die Zugabe von FHR51-2 hatte keinen Einfluss auf die Bin-
dung. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Ex-
perimenten. 
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4.3.2 FHR5 und Laminin kolokalisieren entlang der glomerulären Basal-
membran 
Um zu bestätigen, dass die FHR5::Laminin Interaktion auch in vivo stattfindet, wurden 
beide Moleküle in einer Biopsie eines nierenerkrankten Patienten (Lupus Nephritis) mit-
tels Proximity Ligation Assay auf Kolokalisation untersucht (Arbeitsgruppe Prof. Dr. 
Thorsten Wiech, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf). FHR5 kolokalisierte inner-
halb der peripheren GBM mit den Lamininketten α5, β2 und γ2, was durch die rote Fär-
bung visualisiert wurde (Abbildung 24, Bilder I-III). In einer ebenfalls untersuchten Kon-
trollbiopsie (Transplantat) konnte keine Kolokalisation detektiert werden (Abbildung 24, 
Bilder IV-VI).  
 
 
Abbildung 24: FHR5 und Laminin kolokalisieren entlang der glomerulären Basalmembran. 
Ein Proximity Ligation Assay in einer Nierenbiopsie eines Lupus Nephritis Patienten (Klasse IV) 
zeigt, dass FHR5 mit Laminin-α5, Laminin-β2 und Laminin-γ2 entlang der peripheren glomerulä-
ren Basalmembran kolokalisierte (rote Färbung). In der Biopsie eines Transplantats wurde hin-
gegen keine Kolokalisation nachgewiesen. Die Färbungen wurden im Rahmen einer Kooperation 
in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thorsten Wiech (Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) 
durchgeführt sowie ausgewertet und freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 
 
4.3.3 Laminin-521-gebundenes FHR5 aktiviert das Komplementsystem 
Zur Prüfung der komplementaktivierenden Wirkung von Laminin-gebundenem FHR5 
wurden das FHR5, Faktor H, FHR2 oder BSA auf einer Laminin-521-beschichteten 
Oberfläche inkubiert. Nach Zugabe von aktivem NHS wurde die Komplementaktivierung 
über die C3-Fragmentablagerung quantifiziert. Während Laminin-gebundenes FHR5 die 
C3-Fragmentdeposition erhöhte, hatten Faktor H und FHR2 keinen Einfluss auf die 
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Komplementaktivität (Abbildung 25 A). In Gegenwart von komplementinaktivem Serum 
(hitzeinaktiviert) hatte FHR5 erwartungsgemäß keinen Effekt (Abbildung 25 B). 
 
 
Abbildung 25: Laminin-gebundenes FHR5 verstärkt die C3-Fragmentdeposition. (A) Eine 
Mikrotiterplatte wurde zunächst mit Laminin-521 oder Gelatine (10 µg/ml) beschichtet. Anschlie-
ßend wurden FHR5, Faktor H, FHR2 oder BSA (200 nM) in den beschichteten Kavitäten inku-
biert. Nach Entfernen der ungebundenen Proteine wurde NHS (10 %) zugegeben und die C3-
Fragmentablagerung mittels eines C3d spezifischen Antiserums detektiert. Laminin-gebundenes 
FHR5 hat die C3-Fragmentdeposition in Gegenwart von NHS verstärkt. Die Kontrollproteine Fak-
tor H und FHR2 zeigten keinen Effekt. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SD von 
mindestens drei unabhängigen Experimenten. (B) Nach Zugabe von hitzeinaktiviertem Serum 
war der Effekt von Laminin-gebundenem FHR5 nicht mehr nachweisbar. Die Ergebnisse reprä-
sentieren den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten.  
 
4.4 Oberflächengebundenes FHR5 stimuliert die TNFα und 
hemmt die IL-10 Sekretion von humanen Monozyten  
Da sowohl MAA- als auch Laminin-gebundenes FHR5 die Komplementkaskade aktivie-
ren und eine Aktivierung des Systems zur Rekrutierung von Immunzellen führen kann 
(141-143), wurde untersucht, ob oberflächengebundenes FHR5 humane Monozyten be-
einflusst. Zu diesem Zweck wurde FHR5 auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und an-
schließend mit frisch isolierten Monozyten in Gegenwart von NHS und An- oder Abwe-
senheit von Lipopolysaccharid (LPS) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die TNFα 
bzw. IL-10 Konzentrationen im Überstand quantifiziert. Oberflächengebundenes FHR5 
hat die Sekretion des proinflammatorischen Zytokins TNFα in Abwesenheit von LPS in-
duziert, während die mitgeführten Kontrollproteine Faktor H und BSA keinen Einfluss auf 
die Zytokinkonzentration hatten (Abbildung 26 A). In Gegenwart von LPS, welches die 
Freisetzung von TNFα per se induziert (144, 145), hat FHR5 die Sekretion von TNFα im 
Vergleich zu den Kontrollen verstärkt (Abbildung 26 B).  
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Im Gegensatz dazu wurde ohne Zusatz von LPS kein IL-10 in den Überständen detek-
tiert (Abbildung 26 C). Wurde die Freisetzung des antiinflammatorischen Zytokins durch 
Zugabe von LPS induziert (144), hat FHR5 eine signifikante Reduktion der IL-10 Kon-
zentration bewirkt (Abbildung 26 D). Oberflächengebundenes FHR5 hat somit eine pro-
inflammatorische Wirkung auf humane Monozyten. 
 
 
Abbildung 26: Oberflächengebundenes FHR5 wirkt proinflammatorisch auf humane Mo-
nozyten. (A-D) Isolierte Monozyten wurden zusammen mit 10 % NHS in Ab- oder Anwesenheit 
von LPS (5 ng/ml) auf einer, mit den abgebildeten Proteinen (5 µg/ml) beschichteten Mikrotiter-
platte, inkubiert. Nach zwanzigstündiger Inkubation wurden die TNFα bzw. IL-10 Konzentrationen 
in den Überständen bestimmt. Die Abbildungen zeigen den Mittelwert ±SD. (A) Immobilisiertes 
FHR5 hat die Sekretion von TNFα in Abwesenheit von LPS signifikant gesteigert. Die Kontroll-
proteine Faktor H und BSA hatten keinen Einfluss auf die TNFα Bildung. (B) LPS hat die Freiset-
zung von TNFα in allen Ansätzen induziert. Oberflächengebundenes FHR5 hat die TNFα Sekre-
tion im Vergleich zu den Kontrollen verstärkt. (C) Ohne Zugabe von LPS wurde in keiner Probe 
IL-10 detektiert. (D) Die Gegenwart von LPS führte zur Induktion der IL-10 Sekretion in den Kon-
trollen. Immobilisiertes FHR5 hat die IL-10 Bildung inhibiert.  
 
Da FHR5 an veränderte und geschädigte körpereigene Strukturen bindet, das Komple-
mentsystem dort aktiviert und selbst als Plattform zur C3b Rekrutierung dient, wurde 
spekuliert, dass das Protein die Phagozytose von modifiziertem Materials begünstigt. 
Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden apoptotische HUVECs (DiD-gefärbt) mit 
BSA, FHR5 oder Properdin vorinkubiert und anschließend mit frisch isolierten Monozy-
ten von gesunden Donoren (DiO-gefärbt) in Anwesenheit von NHS koinkubiert. Anschlie-
ßend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse und Quantifizierung der doppelt po-
sitiven Zellen. Die Abbildung zeigt, dass die Vorinkubation der apoptotischen Zellen mit 
FHR5 (40,18 %), im Vergleich zu BSA (36 %), zu einem leichten Anstieg der Phagozy-
toserate geführt hat (Abbildung 27, Panel 2 vs. Panel 1). Properdin wurde als Positiv-
kontrolle mitgeführt (Abbildung 27, Panel 3) 
Ergebnisse | 62 
 
 
Abbildung 27: FHR5 unterstützt die Phagozytose modifizierter Zellen. DiD-gefärbte apopto-
tische HUVECs wurden mit BSA, FHR5 oder Properdin vorinkubiert und anschließend mit frisch 
isolierten DiO-gefärbten Monozyten in Gegenwart von NHS (10 %) koinkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert und die Rate an doppelt positiven Zellen er-
mittelt. Die Vorinkubation mit FHR5 hat die Phagozytoserate (gegenüber BSA) tendenziell gestei-
gert. Properdin diente in diesem Versuch als Positivkontrolle. Es ist eine repräsentative Abbildung 
von mindestens drei unabhängigen Experimenten abgebildet bzw. repräsentieren die Ergebnisse 
den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
 
4.5 FHR5 verstärkt die Schädigung humaner Mesangialzellen 
FHR5 ist ausschließlich in Glomeruli von erkrankten Personen abgelagert. Um zu testen, 
ob FHR5 die Schädigung von Nierenzellen induziert, wurden adhärente primäre Mesan-
gialzellen für 24 Stunden in Gegenwart von rekombinantem FHR5 kultiviert. Die an-
schließende Untersuchung der Zellvitalität mittels CellTiter-Blue®-Assay ergab, dass 
FHR5 allein in keiner der getesteten Konzentrationen (3-20 µg/ml) einen negativen Ein-
fluss auf die Vitalität der Zellen hatte (Abbildung 28 A). Im Gegensatz dazu hat die Ge-
genwart von NHS im Kulturmedium zu einer dosisabhängigen Reduktion der Zellvitalität 
geführt. Die Zugabe von FHR5 hat diesen Effekt verstärkt (Abbildung 28 B). FHR5 hat 
somit keinen schädigenden Einfluss auf intakte renale Zellen, sondern Verstärkt beste-
hende Schäden.  
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Abbildung 28: FHR5 verstärkt die NHS-induzierte Schädigung von Mesangialzellen. (A) 
FHR5 wurde zunächst ohne NHS in aufsteigenden Konzentrationen (3-20 µg/ml) zum Kulturme-
dium von adhärenten primären Mesangialzellen gegeben und für 24 h inkubiert. Anschließend 
wurde die Zellschädigung mittels CellTiter-Blue®-Assay quantifiziert. FHR5 allein hatte keinen 
Einfluss auf die Vitalität der Zellen. Die gestrichelte Linie (100 %) zeigt die unbehandelten Kon-
trollen (nur Medium), die als Referenz für die Zellvitalität dienten. Die Ergebnisse repräsentieren 
den Mittelwert ±SD von mindestens drei unabhängigen Experimenten. (B) Wurde das Kulturme-
dium mit NHS (2,5-10 %) versetzt, hatte dies die dosisabhängige Reduktion der Zellvitalität zur 
Folge. Die Zugabe von FHR5 (10 µg/ml) hat zur Verstärkung der Zellschädigung geführt. Die 
gestrichelte Linie (100 %) zeigt die unbehandelten Kontrollen (Medium ohne NHS), die als Refe-
renz für die Zellvitalität dienten. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ±SEM von mindes-
tens drei unabhängigen Experimenten. 
 
Da die Art der Zellschädigung im oben gezeigten Experiment nicht näher untersucht 
werden konnte, wurde anschließend überprüft, ob die Exposition von MAA-Epitopen auf 
der Oberfläche von Mesangialzellen durch Zugabe von NHS induziert wird. Zu diesem 
Zweck wurden die adhärenten Zellen zunächst erneut für 24 Stunden mit NHS-enthal-
tendem (2,5-10 %) Kulturmedium kultiviert. Anschließend wurden die Zellen geerntet 
und die MAA-Epitope auf der Zelloberfläche unter Verwendung des monoklonalen IgM-
Antikörpers E014 durchflusszytometrisch detektiert. Zur Unterscheidung intakter und to-
ter Zellen wurde der Farbstoff Viabiltiy Dye780 verwendet. Hier konnte zunächst gezeigt 
werden, dass die Menge an toten Zellen mit der NHS-Konzentration im Medium korreliert 
(Abbildung 29 A). Dies bestätigt, dass die Gegenwart von NHS die Schädigung von ad-
härenten Mesangialzellen verursacht. Weiterhin stieg die Menge an exponierten MAA-
Epitopen auf der Zelloberfläche konzentrationsabhängig an (Abbildung 29 B).  
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Abbildung 29: NHS schädigt humane Mesangialzellen und induziert die Exposition von 
MAA-Epitopen. (A, B) Adhärente primäre humane Mesangialzellen wurden für 24 h mit NHS 
(2,5-10 % im Medium) inkubiert. Danach wurden die Zellen geerntet und unter Verwendung des 
monoklonalen IgM-Antikörpers E014 durchflusszytometrisch analysiert. Der Farbstoff Viabiltiy 
Dye780 wurde zur Unterscheidung von intakten und toten Zellen eingesetzt. Es ist eine reprä-
sentative Abbildung von mindestens drei unabhängigen Experimenten abgebildet. (A) Die Anzahl 
der toten Mesangialzellen hat sich mit steigender NHS-Konzentration im Kulturmedium erhöht. 
(B) Die Menge der exponierten MAA-Epitope auf der Zelloberfläche stieg bei der Behandlung mit 
5% bzw. 10% NHS signifikant an. Die MFI-Werte wurden basierend auf die jeweilige spezifische 
Antiköperkontrolle normalisiert und im Balkendiagramm dargestellt. Die Ergebnisse repräsentie-
ren den Mittelwert ±SEM von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
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5 Diskussion 
Das Komplementsystem ist essentiell für die Aufrechterhaltung der Immunhomöostase. 
Die selbstamplifizierende Kaskade muss jedoch präzise reguliert werden, um eine un-
gerichtete Aktivierung auf gesundem Körpergewebe zu verhindern (13). So können in-
fektiöse Erreger und verändertes körpereigenes Material effizient eliminiert werden, 
während intaktes Gewebe geschützt wird. Ein wichtiges Regulatorprotein des Systems 
ist der Komplementaktivator FHR5, der Teil der Faktor H/FHR Proteinfamilie ist (54).  
FHR5 Hybridproteine sind bei der komplementvermittelten Nierenerkrankung C3-Glo-
merulopathie (C3G) bereits beschrieben (80, 92, 94, 146). Es ist jedoch bisher nicht ver-
standen, welche Rolle das Wildtyp-Protein FHR5 bei der Pathogenese der Erkrankung 
spielt und auch die physiologische Funktion von FHR5 ist bisher nur teilweise erforscht. 
In diesem Projekt wurde daher untersucht, wie FHR5 einerseits als physiologisches Pro-
tein in der Immunhomöostase gesunder Menschen agiert und unter welchen Bedingun-
gen FHR5 andererseits zur Pathogenese von C3G beiträgt. Die Ergebnisse sollen die 
Therapiemöglichkeiten der Erkrankung positiv beeinflussen, da die Entwicklung eines 
geeigneten Komplementinhibitors durch ein tieferes Verständnis der Wirkungsweise von 
FHR5 unterstützt werden kann. 
 
5.1 MAA-Epitope und Laminin tragen zur FHR5 Deposition in 
Glomeruli von C3G Patienten bei 
5.1.1 FHR5 ist in die Pathogenese von C3G involviert 
FHR5 wurde im Jahr 2001 als Mitglied der Faktor H/FHR Proteinfamilie identifiziert (91). 
Aufgrund der Detektion des Proteins in komplementhaltigen, glomerulären Ablagerun-
gen, insbesondere bei Patienten mit IgA-Nephropathie sowie Membranöser Nephropa-
thie, wurde postuliert, dass FHR5 eine Rolle bei der Pathogenese von glomerulären Er-
krankungen spielt und komplementmodulierende Funktionen besitzt (90, 91). Bis dato 
war jedoch unbekannt, unter welchen Bedingungen FHR5 in geschädigten Glomeruli 
abgelagert wird und an welche Strukturen das Protein dort bindet. Aufgrund dessen 
wurde FHR5 im Rahmen einer Kooperation zunächst in Nierenbiopsien einer C3G Pati-
entenkohorte lokalisiert (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Thorsten Wiech, Universitätsklinikum 
Hamburg-Eppendorf). FHR5 war dabei vorwiegend im mesangialen Bereich des Glome-
rulus, im subendothelialen Raum sowie entlang der glomerulären Basalmembran abge-
lagert. Das Muster der FHR5 Ablagerungen deckte sich dabei mit den zuvor identifizier-
ten elektronendichten Ablagerungen in geschädigten Glomeruli. Interessanterweise 
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haben die untersuchten Patienten, soweit bekannt, keine Mutationen im CFHR5 Gen 
und exprimieren demnach keine FHR5 Hybridproteine. Die Bindung von Wildtyp-FHR5 
an glomeruläre Strukturen und die damit verbunden Ablagerung des Proteins in den ge-
schädigten Nieren kann also, unabhängig der Expression von Hybridproteinen, eine 
Rolle bei der Pathogenese von C3G spielen.  
Da FHR5 in Glomeruli von C3G Patienten abgelagert ist, stellte sich die Frage, ob die 
Proteinkonzentration im Serum der Patienten ebenfalls erhöht ist. Die Analyse der FHR5 
Serumspiegel ergab, dass die untersuchten C3G Patienten mit durchschnittlich 
3,95 µg/ml höhere FHR5 Level aufwiesen als die Kontrollgruppe mit durchschnittlich 
3,01 µg/ml. Auffallend an diesen Ergebnissen ist, dass ein Drittel der getesteten Patien-
ten dennoch niedrige FHR5 Konzentrationen (ca. 2 µg/ml) im Serum besaß. Diese Pati-
enten sollten näher charakterisiert und weitere Parameter in die Untersuchung einge-
schlossen werden, um festzustellen, ob die FHR5 Spiegel mit dem Grad der Erkrankung 
beziehungsweise mit dem Krankheitsverlauf korrelieren. Ein Zusammenhang wurde 
diesbezüglich bereits bei der Nierenerkrankung IgA-Nephropathie beschrieben. So 
konnte eine Studie aus dem Jahr 2017 demonstrieren, dass die FHR5 Serumlevel bei 
IgA-Nephropathie Patienten geringfügig erhöht sind. Es konnten bei dieser Untersu-
chung zwar keine Unterschiede hinsichtlich der FHR5 Konzentrationen zwischen Pati-
enten mit stabiler und progressiver Form von IgA-Nephropathie nachgewiesen werden, 
allerdings waren höhere Serumlevel negativ mit dem Ansprechen auf eine immunsupp-
ressive Behandlung korreliert. Des Weiteren korrelierten die FHR5 Serumkonzentratio-
nen der Patienten mit histologischen Markern, welche repräsentativ für die renale Schä-
digung sind (147). Durch die Analyse der FHR5 Serumlevel bei C3G könnten ebenfalls 
Zusammenhänge mit der Schwere der Erkrankung oder dem Ansprechen auf potentielle 
Therapiemaßnahmen gezeigt werden. Es ist also durchaus sinnvoll, die Bestimmung der 
FHR5 Serumspiegel zukünftig in einer größeren Kohorte und unter Einbezug von histo-
logischen Parametern durchzuführen. Ferner sollten die FHR Level im Serum auch unter 
dem Gesichtspunkt der eventuell möglichen Dimerbildung und Assoziation mit Lipopro-
teinen betrachtet werden (79, 81, 148). FHR5 bildet nachweislich Homodimere aus; ob 
jedoch auch die Heterodimerbildung mit FHR1 (Serumkonzentration: 122 µg/ml) und 
FHR2 (Serumkonzentration: 50 µg/ml) in vivo stattfindet, ist gegenwärtig nicht geklärt 
und wird kontrovers diskutiert (54, 72, 81, 132, 149). Es werden derzeit weitere Unter-
suchungen hinsichtlich der Dimerbildung von FHR Proteinen durchgeführt, sodass zu-
künftig präzisere Aussage darüber getroffen werden können, wie und in welchen Ver-
hältnissen die jeweiligen Proteine im Serum vorliegen und ob eine Veränderung zum 
Krankheitsverlauf bei C3G beiträgt. Durch die Komplexbildung mit Lipoproteinen kann 
weiterhin nur ein Teil des tatsächlich vorhandenen FHR5 nachgewiesen werden. Hier ist 
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natürlich relevant, ob zusätzlich Unterschiede hinsichtlich des Lipoprotein-assoziierten 
FHR5 zwischen C3G Patienten und gesunden Personen existieren.  
 
5.1.2 Die Rolle von MAA-Epitopen bei der FHR5 Deposition 
FHR5 wird in geschädigten Glomeruli abgelagert. Jedoch ist bisher nicht beschrieben, 
wie und unter welchen Bedingungen die Ablagerung des Proteins stattfindet. Vorarbeiten 
zeigen, dass FHR5 nicht an intakte, sondern vorzugsweise an apoptotische und nekro-
tische Oberflächen bindet. Anschließend rekrutiert oberflächengebundenes FHR5 die 
Proteine Properdin und C3b und aktiviert das Komplementsystem auf diese Weise (77). 
In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals gezeigt, dass FHR5 an spezifischen Be-
reichen modifizierter Zellen akkumuliert. Diese Bereiche besitzen eine veränderte bzw. 
unterbrochene Membranstruktur und wurden von Lauer et al. als sogenannte Urgent 
Regulation of Damage (URD) sites beschrieben (150). Membranstrukturveränderungen 
werden häufig durch Oxidationsprozesse begünstigt. So werden beispielsweise MAA-
Epitope vorwiegend in Folge der Oxidation von Membranphospholipiden gebildet (140). 
Aufgrund dessen wurde angenommen, dass FHR5 über exponierte MAA-Epitope an 
URD sites bindet. Tatsächlich konnte durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ge-
zeigt werden, dass MAA-Epitope insbesondere an den von FHR5 präferierten URD sites 
modifizierter Zellen lokalisiert sind. Des Weiteren wurde zusätzlich durchflusszytomet-
risch demonstriert, dass intakte Zellen lediglich eine geringe Menge an MAA-Epitopen 
auf ihrer Oberfläche exponieren, während die Menge auf nekrotischen Zellen signifikant 
ansteigt. Diese Daten gaben bereits Hinweise darauf, warum FHR5 vorzugsweise an 
veränderte Zellen bindet (77). Die Untersuchung wurde sowohl mit einer immortalisierten 
Endothelzelllinie (HUVEC) als auch mit primären humanen Mesangialzellen durchge-
führt. Die Verwendung der primären Mesangialzellen unterstreicht die physiologische 
Relevanz und zeigt, dass MAA-Epitope durch Schädigung im Mesangium exponiert wer-
den könnten.  
Die Kolokalisation von FHR5 und MAA-Epitopen an URD sites veränderter Zellen lies 
auf deren direkte Interaktion schlussfolgern. Zudem konnte in einer vorangegangenen 
Arbeit gezeigt werden, dass rekombinantes FHR5 über die SCRs 5-7 an ein in vitro er-
zeugtes MAA-Addukt (MAA-BSA) bindet (82, 83). Um die Interaktion von FHR5 und oxi-
dationsspezifischen MAA-Epitopen genauer zu charakterisieren, wurde in dieser Arbeit 
zunächst die Bindungsaffinität von FHR5 und MAA-BSA mittels Biolayer Interferometry 
untersucht. Die Dissoziationskonstante betrug 20,47 nM. FHR5 interagiert also mit na-
nomolarer Affinität mit MAA-Epitopen. Ferner konnte gezeigt werden, dass FHR5 dosis-
abhängig an MAA-Oberflächen bindet. Einerseits war die Bindung an die MAA-
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Oberfläche verstärkt, je mehr FHR5 (2,5-10 µg/ml) in der Flüssigphase verfügbar war. 
Hier könnte ein Zusammenhang mit den erhöhten FHR5 Serumspiegeln bei C3G Pati-
enten bestehen. Andererseits stieg die Bindung mit der verfügbaren Menge der expo-
nierten MAA-Epitope an. Dies liefert eine Erklärung für die schwache Bindung von FHR5 
an intakte Zellen (77), da diese nur eine geringe Menge an MAA-Epitopen auf ihrer Ober-
fläche exponieren. Aufgrund der physiologischen Relevanz wurde des Weiteren mit zwei 
unabhängigen Methoden bestätigt, dass neben rekombinantem FHR5 auch FHR5 aus 
humanem Serum an MAA-exponierende Oberflächen bindet. Die Bindung von FHR Pro-
teinen an MAA-Epitope wurde bereits im Jahr 2011 in Erwägung gezogen. Beim experi-
mentellen Nachweis der Bindung von Faktor H aus Serum an MAA-gekoppelte Polyly-
sin-Beads konnten zusätzliche Banden im Western Blot visualisiert werden. Dabei han-
delte es sich höchstwahrscheinlich um, ebenfalls im Serum zirkulierende, FHR Proteine 
(67).  
Um die Hypothese zu verifizieren, dass FHR5 tatsächlich über MAA-Epitope an modifi-
zierte Zellen bindet, wurde zunächst durchflusszytometrisch untersucht, ob die Vorinku-
bation mit in vitro generiertem MAA-BSA einen Einfluss auf die FHR5 Bindung an nek-
rotische Zellen hat. Die Vorinkubation von FHR5 und MAA-BSA resultierte in einer leich-
ten Reduktion der FHR5 Bindung. Allerdings muss hier berücksichtigt werden, dass die 
Interaktion der Komponenten in der Flüssigphase stattfand. Da MAA-Epitope unter phy-
siologischen Bedingungen durch Oxidation von Membranphospholipiden generiert wer-
den, sind diese normalerweise oberflächengebunden lokalisiert (96, 140). Strukturelle 
Einflüsse könnten die Interaktion von FHR5 und MAA-BSA in der Flüssigphase demnach 
reduzieren. Durch ein weiteres Experiment wurde im Rahmen einer Kooperation schließ-
lich dennoch bestätigt, dass FHR5 vorwiegend über MAA-Epitope an modifizierte Zellen 
bindet. Wurden apoptotische Zellen in zwei Fraktionen aufgeteilt, bei der die eine Frak-
tion eine hohe Menge an MAA-Epitopen exponierte und die andere Fraktion eine geringe 
Menge, hat FHR5 verstärkt an die Zellen mit viel MAA-Epitopen auf der Oberfläche ge-
bunden (Dr. Nikolina Papac-Milicevic, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Binder, Medizinische Uni-
versität Wien). Die Menge an MAA-Epitopen beeinflusst somit die Intensität der FHR5 
Bindung an modifizierte Zellen. 
Neben Wildtyp-FHR5 bindet auch das komplementüberaktivierende Hybridprotein 
FHR21-2-FHR5 (80) an MAA-exponierende Oberflächen. Die Bindung des Hybridproteins 
war dabei sogar signifikant stärker als die des Wildtyp-Proteins. Um auszuschließen, 
dass die stärkere Bindung auf die eventuell mit MAA-Epitopen interagierenden N-termi-
nalen SCRs 1-2 von FHR2 zurückzuführen ist, wurde die Bindung von FHR2 an 
MAA-Oberflächen ebenfalls getestet. Es konnte jedoch keine Bindung von FHR2 
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nachgewiesen werden. Die verstärkte Interaktion des FHR21-2-FHR5 Hybridprotein mit 
MAA-exponierenden Oberflächen ist somit vermutlich mit der Fähigkeit zur Multimer-Bil-
dung zu begründen (77). Dass die veränderte Bindung eines mutierten Regulatorpro-
teins an oxidationsspezifische Epitope die Pathogenese einer komplementassoziierten 
Erkrankung begünstigen kann, wurde bereits beschrieben (67). Neben der Niere ist häu-
fig das Auge von komplementvermittelten Krankheiten betroffen. So ist insbesondere die 
Netzhauterkrankung Altersbedingte Makuladegeneration (AMD) mit Komplementdefek-
ten assoziiert (151). Diesbezüglich konnte gezeigt werden, dass ein Einzelnukleotidpo-
lymorphismus (SNP) im Faktor H Gen (Austausch der Aminosäure 402 Y→H) in direk-
tem Zusammenhang mit der Pathogenese von AMD steht. So bindet die mutierte Vari-
ante Faktor HH402 schwächer an MAA-exponierende Oberflächen als Wildtyp-Faktor H. 
Dies führt dazu, dass der proinflammatorische Effekt des MAA-exponierenden Materials 
durch die komplementinhibierende Wirkung von Faktor H nicht mehr ausreichend limi-
tiert wird und Entzündungsprozesse begünstigt werden (67). Der beschriebene Mecha-
nismus konnte somit eine konkrete Erklärung für die Beobachtung liefern, dass Träger 
des SNPs ein höheres Risiko für die Entstehung von AMD besitzen (152). Bezogen auf 
die komplementvermittelte Nierenerkrankung C3G und die in der vorliegenden Arbeit 
dargestellten Ergebnisse kann postuliert werden, dass mutierte Varianten von FHR5 
ebenfalls mit veränderter Intensität, in diesem Fall stärker, an MAA-exponierende Ober-
flächen binden und das Komplementsystem übermäßig aktivieren. Durch Untersuchung 
der Interaktion anderer FHR5 Hybridproteine, beispielsweise FHR51-2-FHR2 (93, 94) o-
der FHR51-2-FHR5 (92), mit MAA-Epitopen, könnte geklärt werden, ob es sich um einen 
generellen Mechanismus handelt. MAA-Epitope könnten sich dann insbesondere bei 
C3G Patienten mit FHR5 Hybridproteinen als Target für Therapiemaßnahmen erweisen. 
 
Da sowohl der Komplementaktivator FHR5 als auch der Inhibitor Faktor H (67) mit MAA-
exponierenden Oberflächen interagieren, wurde vermutet, dass beide Proteine unter 
physiologischen Bedingungen zur Aufrechterhaltung der Immunhomöostase um die Bin-
dung konkurrieren könnten. Ein Konkurrenz Assay zeigte dabei, dass die Gegenwart von 
FHR5 de facto eine Reduktion der Faktor H::MAA Interaktion bewirkt (isolierter Fak-
tor H). Wurde FHR5 zu hitzeinaktiviertem Serum hinzugefügt, resultierte dies ebenfalls 
in einer reduzierten Faktor H Bindung an MAA-exponierende Oberflächen. FHR2 hatte 
hingegen keinen detektierbaren Einfluss auf die Interaktion. Um die Wirkung von FHR5 
auf die Faktor H Bindung aus hitzeinaktiviertem Patientenserum (C3G Patient #638, ex-
primiert das Hybridprotein FHR21-2-FHR5 (80)) zu testen, wurde dieses im gleichen 
Setup mitgeführt. Auffallend war hierbei, dass die Faktor H Bindung im Patientenserum 
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ohne Zugabe weiterer Proteine bereits signifikant geringer war als in normalem Serum. 
Dies ist jedoch bei näherer Betrachtung konsistent mit den vorherigen Ergebnissen, da 
das im Patientenserum vorhandene Hybridprotein mit hoher Intensität an MAA-Epitope 
bindet und diese somit höchstwahrscheinlich besetzt, sodass die Faktor H Bindung per 
se reduziert ist. Die Zugabe von rekombinantem FHR5 bewirkte jedoch auch in diesem 
System eine signifikante Reduktion der Faktor H::MAA-BSA Interaktion, während die Zu-
gabe von FHR2 keinen Effekt zeigte. FHR5 und Faktor H konkurrieren somit um die Bin-
dung an MAA-exponierende Oberflächen. 
Um die funktionelle Konsequenz der Konkurrenzbindung zu demonstrieren, wurde 
schließlich der Einfluss von FHR5 auf die Kofaktoraktivität von MAA-gebundenem Fak-
tor H untersucht. Weismann et al. haben, wie bereits erwähnt, gezeigt, dass Faktor H an 
MAA-Epitope bindet und dort lokal als Kofaktor zur Faktor I vermittelten Degradation von 
C3b zu iC3b beiträgt (67). Das zentrale Komplementprotein C3 besteht aus einer α-Kette 
und einer β-Kette, die über eine Disulfidbrücke verbunden sind. Zudem existiert eine 
weitere interne Disulfidbrücke innerhalb der α-Kette. Nach Konvertase-vermittelter C3-
Spaltung entstehen so das Anaphylatoxin C3a sowie das Opsonin C3b aus C3. C3b 
kann nun in Gegenwart des Kofaktors Faktor H durch die Serinprotease Faktor I gespal-
ten werden (153, 154). Hierbei wird die inaktive Form iC3b freigesetzt. iC3b kann nicht 
an Faktor B binden und verhindert damit die Amplifikation der Komplementkaskade 
(155). In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dass FHR5 die 
Faktor H-abhängige Spaltung von C3b zu iC3b auf einer MAA-exponierenden Oberflä-
che reduziert. FHR5 allein hatte keine Kofaktoraktivität, wenngleich dies in früheren Stu-
dien beschrieben wurde (79). Die gezeigte Kofaktoraktivität steht jedoch in Gegensatz 
zur komplementaktivierenden Wirkung von FHR5 und konnte in neueren Studien nicht 
beobachtet werden (77, 88).  
Die Ergebnisse demonstrieren, dass der Komplementaktivator FHR5 mit dem Komple-
mentinhibitor Faktor H um die Bindung an MAA-exponierende Oberflächen konkurriert 
und eine Reduktion der iC3b Generierung bewirkt. Unter physiologischen Bedingungen 
könnte FHR5 so ein gewisses Maß an Komplementaktivität fördern, um die effiziente 
Beseitigung von modifiziertem körpereigenem Material zu gewährleisten. Die Daten deu-
ten jedoch darauf hin, dass es eine exakte Balance zwischen MAA-gebundenem FHR5 
und Faktor H geben muss, um eine überschießende Immunreaktion zu vermeiden. Bei 
C3G Patienten liegen allerdings renale Schäden vor (156), weshalb davon auszugehen 
ist, dass MAA-Epitope bei diesen Personen in unphysiologischen Mengen exponiert wer-
den. Die erzielten Ergebnisse könnten, insbesondere unter dem Gesichtspunkt der er-
höhten FHR5 Serumkonzentration, eine mögliche Erklärung für die FHR5 Deposition in 
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den Glomeruli der C3G Patienten liefern. Hierbei erscheint vor allem die Akkumulation 
im Mesangium plausibel, da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die MAA-Ex-
position bei Mesangialzellen durch Schädigung induziert werden kann. 
Neben der Beteiligung der FHR5::MAA Interaktion bei renalen Erkrankungen erscheint 
es ferner sinnvoll, die Rolle von FHR5 bei der Atherogenese zu untersuchen. Dies ist 
damit zu begründen, dass MDA-Epitope insbesondere in atherosklerotischen Läsionen 
zu finden sind und inflammatorische Prozesse begünstigen (140, 157). Die Deposition 
von FHR5 in Plaques erscheint daher naheliegend.  
 
5.1.3 Laminin-521 trägt zur FHR5 Deposition entlang der GBM bei 
Neben der Deposition im Mesangium wird FHR5 bei C3 Glomerulopathie auch entlang 
der glomerulären Basalmembran abgelagert. Es stellte sich deshalb die Frage, welcher 
Bindungspartner die Akkumulation des Proteins in diesem Bereich des geschädigten 
Glomerulus vermittelt. Die GBM bildet gemeinsam mit den fenestrierten Endothelzellen 
(Kapillarseite) und den Podozyten (Harnseite) die glomeruläre Filtrationsbarriere. Wäh-
rend Makromoleküle und Blutzellen diese Barriere nicht passieren können, ist sie per-
meabel für Wasser und kleinere gelöste Substanzen. Auf diesem Weg werden Abfall-
produkte effizient aus dem Blut entfernt und können letztlich über den Urin aus dem 
Körper entsorgt werden (120, 158). Auf Molekülebene repräsentiert die GBM eine spe-
zifische extrazelluläre Matrix und besteht vor allem aus Laminin, Kollagen Typ IV, Nido-
gen und Agrin (159). Alle dieser Komponenten konnten als potentielle Interaktions-
partner von FHR5 in Betracht gezogen werden. Dass FHR5 grundsätzlich an EZM-Struk-
turen binden kann, wurde bereits von Csincsi und Kollegen gezeigt. Für deren Studie 
wurde kommerziell erhältliches MaxGel als Modell verwendet, welches eine Mischung 
verschiedener EZM-Bestandteile enthält. Die Bindung an einzelne Komponenten wurde 
jedoch nicht untersucht (88).  
Für die vorliegende Arbeit wurde Laminin, genauer Laminin-521, als potentieller Bin-
dungspartner von FHR5 ausgewählt. Der Fokus wurde auf dieses Molekül gelegt, da 
Laminine die strukturelle Basis für die Bildung der GBM bilden und Laminin-521 die 
Hauptisoform der reifen GBM repräsentiert (119, 160). Zudem wurden FHR5 und Lami-
nin durch massenspektroskopische Analysen in Glomeruli von C3G Patienten, nicht aber 
in Kontrollen, nachgewiesen (161). Durch ein ELISA-basiertes Experiment konnte nun 
gezeigt werden, dass FHR5 tatsächlich mit Laminin-521 interagiert. Als Interaktionsdo-
mäne für Laminin-521 wurde unter Zuhilfenahme der rekombinant exprimierten Deleti-
onsmutanten die Mittelregion von FHR5 (SCRs 5-7) identifiziert. Diese ist somit identisch 
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mit der Zellbinde- bzw. MAA-Interaktionsdomäne (82, 83). Ein interessanter Ansatz für 
zukünftige Experimente ist die Generierung und Expression von Laminin-Mutanten, die 
unterschiedliche Bereiche des Moleküls repräsentieren. So könnte untersucht werden, 
an welche Laminin-Domäne FHR5 genau bindet. Dies würde weitere Erkenntnisse über 
die Interaktion von FHR5 und Laminin geben. Um die physiologische Relevanz der 
ELISA Daten zu validieren, wurde im Rahmen einer Kooperation mittels Proximity Liga-
tion Assay untersucht, ob FHR5 und Laminin in geschädigten Glomeruli entlang der 
GBM kolokalisieren (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Thorsten Wiech, Universitätsklinikum Ham-
burg-Eppendorf). Tatsächlich wurden FHR5 und Laminin in Nierenbiopsien von Patien-
ten innerhalb der peripheren GBM in enger räumlicher Nähe detektiert. Dies bestätigt 
die Kolokalisation beider Moleküle entlang der GBM in vivo.  
Die Daten zeigen, dass Laminin-521 zur FHR5 Deposition innerhalb der GBM im ge-
schädigten Glomerulus beiträgt. Allerdings sollte berücksichtigt werden, dass Laminine 
ubiquitär im Körper vorhanden sind (162). Es ist somit unwahrscheinlich, dass FHR5 
unter physiologischen Bedingungen an Laminine bindet und dort als Anker für den Kom-
plementaktivator Properdin fungiert. Viel mehr ist vorstellbar, dass das glomeruläre Ge-
webe unter pathologischen Umständen strukturellen Veränderungen unterliegt, welche 
die Exposition von Laminin begünstigen. Darüber hinaus wird auch die Modifikation von 
Laminin mit MDA, insbesondere während der Atherogenese, diskutiert (163). Hier sollten 
sich Studien in Bezug auf renale Erkrankungen anschließen, da eine Verbindung zwi-
schen der Interaktion von FHR5 mit oxidationsspezifischen Epitopen bzw. Laminin und 
einer anschließenden Immunreaktion bestehen könnte. Des Weiteren wäre es sinnvoll, 
auch andere EZM-Bestandteile als Bindungspartner von FHR5 in Betracht zu ziehen. 
Beispielsweise könnte die Bindung von FHR5 an Fibronectin untersucht werden, da 
MDA-modifiziertes Fibronectin bereits in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen 
wurde (164). Dies spricht im Übrigen ebenfalls dafür, dass eine Beteiligung von FHR5 
bei der Atherogenese untersucht werden sollte.  
 
 
5.2 MAA- und Laminin-gebundenes FHR5 ist funktionell aktiv 
und steigert die Komplementaktivität 
MAA-Epitope und Laminin tragen zur FHR5 Deposition in geschädigten Glomeruli von 
C3G Patienten bei. Folglich stellte sich die Frage nach der Konsequenz dieser Interak-
tion. Wie bereits erwähnt, wirkt FHR5 komplementaktivierend, indem es Properdin über 
die N-terminalen SCRs 1-2 rekrutiert (77). Darüber hinaus bindet FHR5 das Opsonin 
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C3b über die C-terminalen SCRs 8-9 (77, 82, 83). FHR5 stellt damit eine Plattform für 
die Aktivierung und Amplifikation der Komplementkaskade bereit. Es war jedoch unklar, 
ob MAA- bzw. Laminin-gebundenes FHR5 funktionell aktiv bleibt oder ob die komple-
mentaktivierende Wirkung durch die Interaktion verloren geht. In Bezug auf MAA-expo-
nierende Oberflächen konnte zunächst gezeigt werden, dass die Gegenwart von Serum 
eines C3G Patienten, welcher das FHR21-2-FHR5 Hybridprotein exprimiert, im Vergleich 
zu NHS eine verstärkte C3-Fragmentdeposition bewirkt. Dies ließ bereits darauf schlie-
ßen, dass FHR5 eine komplementaktivierende Rolle auf MAA-exponierenden Oberflä-
chen vermittelt. Die Vermutung wurde schließlich bestätigt, da sowohl die C3-Fragment-
deposition als auch die C3a-Freisetzung in Gegenwart von NHS durch rekombinantes, 
MAA-gebundenes FHR5 gesteigert werden konnte. Für die komplementaktivierende 
Wirkung wurde stets die Anwesenheit des intakten Volllängen-Proteins benötigt. Die 
MAA-bindende Deletionsmutante FHR5-7 allein hat die Funktion nicht vermittelt. Zusam-
menfassend lässt sich feststellen, dass die komplementaktivierende Wirkung von FHR5 
erhalten bleibt, nachdem es an MAA-Epitope gebunden hat. Konsistent mit diesen Er-
gebnissen konnte auch die komplementaktivierende Wirkung von Laminin-gebundenem 
FHR5 bestätigt werden. FHR5 wird demnach über MAA-Oberflächen und exponiertes 
Laminin-521 in geschädigten Glomeruli abgelagert und bewirkt dort die Erhöhung der 
Komplementaktivität.  
Die Daten untermauern die Hypothese, dass FHR5 durch seine lokale Wirkung im ge-
sunden Organismus an der Beseitigung von modifiziertem endogenem Material beteiligt 
sein könnte. Werden MAA-Epitope unter physiologischen Bedingungen, beispielsweise 
auf apoptotischen Zellen, lokal begrenzt exponiert, übt FHR5 in Wechselwirkung mit 
Faktor H eine positive Funktion in der Immunhomöostase aus. Da MAA-Epitope durch 
die renale Schädigung bei C3-Glomerulopathie (156) höchstwahrscheinlich in unphysi-
ologischer Menge exponiert werden und Laminin-521 strukturell zugänglich wird, könnte 
FHR5 während des Kranksheitsverlaufs im Glomerulus akkumulieren und folglich durch 
Auslösen einer überschießenden Komplementaktivität weitere Schäden verursachen.  
 
5.3 Oberflächengebundenes FHR5 hat einen proinflammatori-
schen Effekt auf humane Monozyten  
Die Aktivierung des Komplementsystems bewirkt die Rekrutierung von Immunzellen. 
Dies wird insbesondere durch die Spaltung der Komplementproteine C3 und C5 und die 
daraus resultierende Freisetzung der Anaphylatoxine C3a und C5a erreicht (21, 141-
143, 165). Da FHR5 über MAA-Epitope und Laminin-521 in geschädigten Glomeruli ab-
gelagert wird und dort höchstwahrscheinlich eine übermäßige Aktivierung des 
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Komplementsystems induziert, stellte sich die Frage, ob FHR5 einen modulierenden Ein-
fluss auf zelluläre Teile des angeborenen Immunsystems ausübt. In der vorliegenden 
Arbeit wurde daher untersucht, ob oberflächengebundenes FHR5 die Funktion von hu-
manen Monozyten beeinflusst.  
Monozyten zirkulieren als Teil des mononukleär-phagozytären Systems im Blut und ma-
chen dabei ca. 10 % der Leukozyten-Population aus. Sie entwickeln sich im Knochen-
mark aus myeloiden Vorläuferzellen aus denen auch Erythrozyten, Granulozyten und 
Thrombozyten hervorgehen und werden später ins periphere Blut freigesetzt. Dieser 
Prozess wird als Myelopoese bezeichnet (166, 167). Die Expression spezifischer Re-
zeptoren auf der Zelloberfläche erlaubt, beispielsweise während einer Infektion, die Ein-
wanderung der Monozyten vom Blut ins Gewebe (168). Als Teil des mononukleär-pha-
gozytären Systems besitzen Monozyten Phagozytoseaktivität und sind so an der Besei-
tigung von verändertem endogenem Material sowie infektiösen Erregern beteiligt. Dar-
über hinaus sind sie in der Lage Zytokine zu produzieren und üben so immunmodulato-
rische Funktionen aus. Monozyten können sich durch spezifische Stimuli in Makropha-
gen und dendritische Zellen differenzieren und fungieren damit zudem als Brücke zwi-
schen angeborener und adaptiver Immunantwort (168-170).  
Um die Konsequenzen der komplementaktivierenden Wirkung von FHR5 auf Monozyten 
zu testen, wurde das Protein auf einer Oberfläche immobilisiert und mit frisch isolierten 
Monozyten in Gegenwart von NHS koinkubiert. FHR5 induzierte unter diesen Bedingun-
gen die Sekretion von proinflammatorisch wirkendem TNFα. Des Weiteren steigerte 
FHR5 in Anwesenheit von LPS die Freisetzung von TNFα und bewirkte eine Reduktion 
von antiinflammatorischem IL-10. LPS führt nachweislich zur Induktion der TNFa und 
IL-10 Freisetzung in Monozyten (144, 145). Zusammenfassend zeigen diese Daten, 
dass oberflächengebundenes FHR5 proinflammatorisch auf humane Monozyten wirkt. 
Kürzlich wurde gezeigt, dass das Komplement Faktor H verwandte Protein 1 (FHR1) die 
Aktivierung des Inflammasoms induziert und auf diesem Weg die sterile Inflammation 
vermittelt (171). Die Literaturangaben zur Heterodimerbildung zwischen FHR5 und 
FHR1 sind jedoch, wie bereits erwähnt, kontrovers. So ist bis dato unklar, ob beide Pro-
teine Heterodimere über das N-terminale Ende (SCRs 1-2) ausbilden können und diese 
in vivo im Serum zirkulieren (72, 81). Somit bleibt offen, ob FHR5 und FHR1 synergis-
tisch wirken und humane Monozyten beeinflussen oder ob die Proteine ihren Effekt ge-
trennt voneinander vermitteln.  
Anhand der bisher gezeigten Daten wurde spekuliert, dass FHR5 unter physiologischen 
Bedingungen an der Eliminierung von modifiziertem Zellmaterial bzw. -debris beteiligt 
ist. So wurde vermutet, dass FHR5 in Konkurrenz mit Faktor H an veränderte, MAA-
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exponierende Oberflächen bindet, dort das Komplementsystem lokal aktiviert und an-
schließend die Kaskade durch Rückbindung von C3b amplifiziert (82). Die Freisetzung 
von C3a könnte daraufhin zur Rekrutierung von Monozyten führen (141-143), welche 
opsonisierte Zellen letztendlich durch Phagozytose beseitigen. Monozyten exprimieren 
unter anderem den Komplementrezeptor CR1 auf ihrer Oberfläche, der an der C3b-ver-
mittelten Phagozytose beteiligt ist (13, 172, 173). Kemper und Kollegen konnten vor ei-
nigen Jahren bereits zeigen, dass Properdin über die Steigerung der Komplementaktivi-
tät und der damit einhergehenden C3b-Generierung an der Beseitigung von apoptoti-
schen T-Zellen durch Phagozyten mitwirkt (174). Zur Untersuchung der aufgestellten 
Hypothese wurde die Rolle von FHR5 bei der Phagozytose evaluiert. FHR5 wurde dafür 
mit apoptotischen Zellen vorinkubiert und anschließend mit humanen Monozyten in Ge-
genwart von NHS koinkubiert. Da zellgebundenes-FHR5 die C3b Deposition in Anwe-
senheit von normalem Serum verstärkt (77), wurde erwartet, dass die Phagozytoserate 
durch die Vorinkubation erhöht wird. Die Gegenwart von FHR5 bewirkte dabei tatsäch-
lich eine Steigerung der Phagozytoserate. FHR5 könnte somit unter physiologischen Be-
dingungen tatsächlich zur Eliminierung veränderter Zellen beitragen. Da der Effekt je-
doch nicht signifikant war, sollten sich hier weitere Experimente anschließen. Zunächst 
könnten anstelle von HUVECs andere Zelltypen, wahlweise primäre Zellen, verwendet 
werden. Auch die Art des Zelltodes könnte eine entscheide Rolle bei der Eliminierung 
spielen. So könnten nekrotische oder unter inflammatorischen Bedingungen kultivierte 
Zellen in den Versuchsaufbau eingeschlossen werden. Des Weiteren ist es sinnvoll, den 
Versuch mit anderen phagozytierenden Zellen, wie beispielsweise Makrophagen oder 




5.4 FHR5 verstärkt bestehende Nierenschäden 
C3-Glomerulopathie ist eine schwerwiegende und schnell fortschreitende Nierenerkran-
kung, die bei rund der Hälfte aller Patienten innerhalb eines Jahrzehnts zu terminaler 
Niereninsuffizienz führt (127). Dieses Stadium bezeichnet einen Zustand, bei dem die 
Nierenfunktion eines Patienten soweit zurückgegangen ist, dass dieser nur durch Dia-
lyse oder Organtransplantation überleben kann (175). Jedoch ist auch die Rezidivrate 
nach einer Transplantation bei C3G Patienten mit 45-60 % sehr hoch (127). Dies hebt 
die kontinuierliche Schädigung des Nierengewebes durch das Krankheitsgeschehen 
hervor. Histomorphologisch betrachtet, sind die glomerulären Schäden bei C3G 
Diskussion | 76 
 
Patienten relativ divers und reichen von mesangial- und membranoproliferativen über 
endo- sowie extrakapillärproliferativen Veränderungen (156). 
Um die Rolle von FHR5 bei der Schädigung des Nierengewebes zu untersuchen, wurde 
zunächst getestet, inwiefern FHR5 die Vitalität von intakten primären humanen Mesan-
gialzellen beeinflusst. Die Gegenwart von FHR5 hatte keine Auswirkungen auf die Vita-
lität der Zellen. Aus diesem Ergebnis wird postuliert, dass FHR5 allein keinen toxischen 
oder schädigenden Einfluss auf intakte renale Zellen ausübt. Im Gegensatz dazu ver-
stärkte FHR5 bestehende Schäden von Mesangialzellen. Die Zugabe von humanem Se-
rum zum Kulturmedium bewirkte per se eine dosisabhängige Schädigung der primären 
Zellen und eine damit einhergehende Exposition von MAA-Epitopen auf der Oberfläche. 
War zusätzlich zum Serum rekombinantes FHR5 im Medium vorhanden, wurde die 
Schädigung der Mesangialzellen weiter verstärkt. Dieser Effekt kann durch die komple-
mentaktivierende Wirkung des Proteins auf modifizierten Oberflächen erklärt werden. 
Natürlich stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob Mesangialzellen zu ihrem 
Schutz Komplementregulatoren auf der Zelloberfläche exprimieren. In einem Review 
von Schlöndorff und Banas aus dem Jahr 2009 sind verschiedenste Rezeptoren aufge-
führt, die auf kultivierten Mesangialzellen nachgewiesen werden konnten. Es sind hier 
jedoch keine Komplementrezeptoren gelistet (118). Frühe Studien zeigten widersprüch-
liche Ergebnisse zu dieser Fragestellung. Einerseits wurde von Cosio et al. gezeigt, dass 
intraglomeruläre Mesangialzellen unter physiologischen Umständen CD55 (DAF) nega-
tiv sind (176), während eine andere Studie geringe Mengen der membranständigen 
Komplementregulatoren CD55 und CD46 (MCP) auf Mesangialzellen nachgewiesen hat 
(177). Weitere Untersuchungen haben dagegen gezeigt, dass die Expression der Regu-
latorproteine CD55 und CD59 nach Aktvierung des Komplementsystems durch Immun-
komplexe induziert werden kann (178, 179). Aufgrund der kontroversen Datenlage ist es 
notwendig, die Expression verschiedener membranständiger Komplementregulatoren 
auf der Oberfläche von Mesangialzellen genau zu charakterisieren. Außerdem sollte va-
lidiert werden, dass die gezeigte NHS induzierte Schädigung tatsächlich komplement-
vermittelt ist. Das Mesangium ist unter physiologischen Umständen aufgrund seiner Lo-
kalisation vom vaskulären Kompartiment durch die fenestrierten Endothelzellen abge-
trennt. Mesangialzellen kommen daher nur mit Komponenten in Kontakt, welche diese 
Barriere passieren können (180). Durch pathophysiologische Umstände erfährt der Glo-
merulus jedoch strukturelle Veränderungen, welche den Kontakt mit Serumbestandtei-
len, unter anderem Komplementkomponenten, begünstigen könnten. 
Humane Mesangialzellen können zytokin- oder immunglobulininduziert verschiedene 
Zytokine wie IL-6, IL-8, MCP1 oder TGF-β1 sekretieren (181-183). Da FHR5 die Zytokin-
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Antwort von Monozyten steuert, könnte der Komplementaktivator weiterhin die Zytokin-
Sekretion von Mesangialzellen modulieren und auf diese Weise Einfluss auf das Krank-
heitsgeschehen bei C3G nehmen. Da es diesbezüglich bisher keine Untersuchungen 
gibt, sollte die Vermutung zukünftig experimentell aufgearbeitet werden.  
 
5.5 Die Rolle von FHR5 in der Immunhomöostase und bei der 
Pathogenese von C3-Glomerulopathie 
Zusammenfassend bringen die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse sowohl neue Er-
kenntnisse über die Funktion von FHR5 in der Immunhomöostase als auch über die 
Rolle des Proteins bei der Pathogenese von C3-Glomerulopathie.  
Als physiologische Funktion von FHR5 kann die Beteiligung des Proteins an der Elimi-
nierung von modifiziertem körpereigenem Material, wie beispielsweise apoptotischer 
und nekrotischer Zellen sowie Zelldebris, in Betracht gezogen werden (Abbildung 30). 
FHR5 zirkuliert als Homodimer im Plasma (72, 81). Kommt das Protein mit Zellmaterial 
in Kontakt, welches durch vorangegangene Schädigung oxidationsspezifische MAA-
Epitope exponiert, bindet FHR5 über diesen Liganden an die modifizierte Oberfläche. 
Die Interaktion wird dabei über die Mitteldomäne (SCRs 5-7) des Proteins vermittelt (82, 
83). FHR5 konkurriert bei der Bindung an MAA-Epitope mit dem Komplementinhibitor 
Faktor H und blockiert so dessen komplementinhibierende Wirkung auf der oxidations-
spezifischen Oberfläche (67). MAA-gebundenes FHR5 rekrutiert anschließend Proper-
din über die SCRs 1-2 (77) und initiiert damit die Spaltung von C3 in C3a und C3b. Frei-
gesetztes C3b kann nun an den C-Terminus von FHR5 (SCRs 8-9) zurückbinden (82, 
83) und induziert so die Amplifikation des Systems und die Opsonisierung des modifi-
zierten Materials. Interessanterweise konnte durch elektronenmikroskopische Struktur-
analysen gezeigt werden, dass pro FHR5 Dimer höchstwahrscheinlich zwei Moleküle 
C3b gebunden werden (Daten nicht gezeigt, aktuelle Kooperation mit Arbeitsgruppe 
Prof. Marc Thilo Figge, Angewandte Systembiologie, HKI Jena und Dr. Martin Wester-
mann, Elektronenmikroskopisches Zentrum, Universitätsklinikum Jena). Dies verifiziert 
die Annahme, dass FHR5 freigesetztes C3b über die beiden freien C-Termini rekrutiert. 
Die Produktion von C3a könnte die Rekrutierung von Monozyten bewirken, welche durch 
oberflächengebundenes FHR5 zur kontrollierten Sekretion proinflammatorischer Zyto-
kine stimuliert werden. FHR5 könnte auf diese Weise die Phagozytose des opsonisierten 
Materials begünstigen.  
Es ist jedoch hervorzuheben, dass die präzise Balance der FHR5 und Faktor H Bindung 
an MAA-Epitope im gesunden Organismus eine entscheide Rolle für die 
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Aufrechterhaltung der Immunhomöostase zu spielen scheint. Faktor H könnte durch 
seine komplementinhibierende Wirkung auf MAA-Oberflächen eine überschießende Im-
munantwort verhindern (67), während FHR5 die lokal begrenzte Komplementaktivierung 
begünstigt. Dies könnte zur raschen Beseitigung des MAA-exponierenden Materials 






Abbildung 30: Funktion von FHR5 in der Immunhomöostase. Kommt es zur Schädigung ei-
ner Zelle, beispielsweise durch Apoptose, werden MAA-Epitope auf der Zelloberfläche exponiert. 
FHR5 (Homodimer) bindet über die SCRs 5-7 an exponierte MAA-Epitope und konkurriert dabei 
mit dem Komplementinhibitor Faktor H (1). MAA-gebundenes FHR5 rekrutiert Properdin über die 
N-terminalen SCRs 1-2 und bewirkt so die Aktivierung des Komplementsystems (2). Durch Spal-
tung von C3 werden C3a und C3b freigesetzt. C3b kann an den C-Terminus (SCRs 8-9) von 
FHR5 binden und begünstigt damit die Amplifizierung des Systems sowie die Opsonisierung des 
veränderten Materials (3). Durch Freisetzung des Anaphylatoxins C3a werden Monozyten rekru-
tiert (4) und über oberflächengebundenes FHR5 zur Sekretion von TNFα angeregt (5). Das op-
sonisierte Material kann schließlich durch die rekrutieren Monozyten phagozytiert werden (6). 
Durch Konkurrenz von FHR5 und Faktor H um die Bindung an MAA-Epitope könnte eine präzise 
Balance zwischen Komplementaktivierung und -inhibierung gewährleistet werden, welche die 
schnelle Beseitigung von verändertem körpereigenem Material erlaubt. Durch die lokale und 
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spezifische Funktion ist die Wirkung von FHR5 physiologisch höchstwahrscheinlich zeitlich und 
räumlich begrenzt.  
 
Als Auslöser für C3-Glomerulopathie werden verschiedene Faktoren diskutiert. Häufig 
geht der Erkrankung eine (Streptokokken-) Infektion voraus, die möglicherweise der 
Ausgangspunkt der Erkrankung ist (125). Daneben wurden zahlreiche Mutationen im 
Faktor H/CFHR Gencluster identifiziert, die zur Expression abnormer Proteine führen 
und mit der Pathogenese von C3G assoziiert sind. So konnten unter Beteiligung von 
FHR5 die Hybridproteine FHR21-2-FHR5, FHR51-2-FHR2, FHR51-2-FHR5 bei einigen Pa-
tienten nachgewiesen werden (80, 92-94). Bei zwei C3G-Patienten, welche das Hybrid-
protein FHR21-2-FHR5 exprimieren, konnte der Pathomechanismus beispielsweise wei-
testgehend aufgeklärt werden. So bildet das Hybridprotein aufgrund der Gegenwart der 
N-terminalen Domäne (SCRs 1-2) von FHR2 Multimere aus und ist damit in der Lage 
mehr Properdin zu rekrutieren als das Wildtyp-Protein FHR5. Durch die Deregulation der 
C3-Konvertase kommt es zur übermäßigen Komplementaktivierung, was die Schädi-
gung des glomerulären Gewebes begünstigt (80). Es können jedoch nicht bei allen C3G 
Patienten FHR5 Hybridproteine nachgewiesen werden. Da die Mutationen oftmals fami-
liär vorkommen und damit auf einen kleineren Personenkreis beschränkt sind, konnte 
der allgemeine Pathomechanismus der Erkrankung bisher noch nicht aufgeklärt werden.  
Da auch das Wildtyp-Protein FHR5, ohne nachgewiesene Mutationen im CFHR5 Gen, 
in Glomeruli von C3G Patienten abgelagert ist, könnte dieses Protein möglicherweise 
ein Ansatzpunkt für die Aufklärung des Pathomechanismus bzw. für die Therapie einer 
größeren Patientengruppe sein. Es stellte sich daher natürlich zunächst die Frage, aus 
welchen Gründen FHR5 im Glomerulus deponiert wird und welche Rolle das Protein bei 
der Pathogenese von C3-Glomerulopathie spielt. Aufgrund der gezeigten Ergebnisse 
wird angenommen, dass ein initiales Ereignis zur Zerstörung der zellulären Integrität und 
zur Veränderung des glomerulären Gewebes führt. Welche Faktoren hier eine Rolle 
spielen, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Die Schädigung des Gewebes führt je-
doch höchstwahrscheinlich zur Akkumulation oxidationsspezifischer MAA-Epitope im 
Mesangium. Weiterhin könnten strukturelle Veränderungen die Exposition von Lami-
nin-521 entlang glomerulären Basalmembran fördern. Beide exponierten Liganden be-
günstigen die Bindung von FHR5, welches so in den Glomeruli der Niere abgelagert wird 
(Abbildung 31). Welche Rolle die höheren Serumlevel bei C3G Patienten dabei spielen, 
muss zukünftig geklärt werden. Durch die Deposition von FHR5 auf MAA-exponierenden 
Oberflächen sowie Laminin-521 und der damit verbundenen Akkumulation des Proteins 
kommt es anschließend zur übermäßigen Aktivierung der Komplementkaskade, welche 
durch vermehrte Bildung von C3b amplifiziert wird. Die Freisetzung großer Mengen C3a 
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kann inflammatorische Prozesse begünstigen sowie zur übermäßigen Rekrutierung von 
Monozyten führen. Die rekrutierten Immunzellen werden schließlich durch das, im Über-
schuss vorhandene, FHR5 zur Sezernierung proinflammatorischer Zytokine stimuliert 
und begünstigen damit die intraglomeruläre Inflammation. Dies könnte schließlich zur 
weiteren Schädigung des Gewebes und damit einhergehend zur Exposition weiterer 
MAA-Epitope führen. Durch diese Rückkopplung könnte der Kreislauf erneut beginnen 
und durch Gewebeschädigung eine Verschlechterung der Nierenfunktion nach sich zie-
hen (circulus vitiosus). Hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang, dass FHR5 nicht 
der Initiator von C3-Glomerulopathie zu sein scheint, sondern erst als sekundärer Faktor 
zur Pathogenese beiträgt.  
 
Abbildung 31: Rolle von FHR5 bei der Pathogenese von C3G. Die Schädigung des glome-
rulären Gewebes führt im Rahmen der Erkrankung höchstwahrscheinlich zur Akkumulation oxi-
dationsspezifischer MAA-Epitope. Zusätzlich könnten strukturelle Veränderungen die Exposition 
von Laminin-521 entlang der glomerulären Basalmembran begünstigen. Beide Liganden 
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erlauben die Bindung von FHR5, welches so in den Glomeruli der Niere abgelagert wird (1). Durch 
Deposition von FHR5 auf MAA-exponierenden Oberflächen und Laminin-521 und der damit ver-
bundenen räumlichen Akkumulation des Proteins kommt es zur übermäßigen Aktivierung des 
Komplementsystems (2), welche durch vermehrte Bildung von C3b zusätzlich verstärkt wird (3). 
Die Sekretion großer Mengen C3a führt im Verlauf zur verstärkten Rekrutierung von Monozyten 
(4). Diese werden schließlich durch oberflächengebundenes FHR5 zur Sezernierung von TNFα 
stimuliert (5) und begünstigen damit inflammatorische Prozesse innerhalb des Glomerulus. Dies 
könnte zur weiteren Schädigung des Gewebes führen (6), was die Exposition neuer MAA-Epitope 
begünstigt. Durch die dargestellte Rückkopplung könnte der Kreislauf erneut beginnen und durch 
fortwährende Schädigung eine Verschlechterung der Nierenfunktion bewirken (circulus vitiosus). 
Die Funktion von FHR5 ist im Rahmen von C3G vermutlich nicht mehr lokal begrenzt und hat auf 
diese Weise negative Auswirkungen auf den Erkrankungsverlauf. 
 
Zusammenfassend wird also postuliert, dass FHR5 durch seine Rolle bei der Eliminie-
rung von verändertem körpereigenem Material im gesunden Organismus eine wichtige 
und schützende Funktion ausübt. Kommt es jedoch während des Krankheitsgeschehens 
bei C3G zu Gewebeveränderungen in Glomeruli der Nieren, akkumuliert FHR5 dort und 
die Wirkung des Proteins ist nicht mehr lokal begrenzt. Auf diese Weise ist das Gleich-
gewicht hin zur Komplementaktivierung verschoben, wodurch Nierenschäden begünstigt 
werden. Besondern kritisch ist die Situation bei Patienten, die zusätzlich FHR5 Hybrid-
proteine exprimieren. Diese binden noch stärker an exponierte Bindungspartner auf ver-
ändertem Gewebe und führen durch Multimerbildung zu einer noch stärkeren Komple-
mentaktivierung als das Wildtyp-Protein.  
 
5.6 Relevanz der Ergebnisse für therapeutische Ansätze 
Derzeit existiert keine spezifische Behandlungsmöglichkeit zur Therapie von C3-Glome-
rulopathie. Obwohl eine Behandlung mit dem C5-spezifischen monoklonalen Antikörper 
Eculizumab zu Beginn vielversprechend erschien, zeigten Studien mit größeren Kohor-
ten, dass nur ein Teil der Patienten auf die Therapie anspricht (184, 185). Momentan 
werden weitere Komplementinhibitoren in klinischen Studien getestet, die auf unter-
schiedlichen Ebenen der Kaskade wirken. Unter anderem sind hier der Faktor B-Inhibitor 
LNP023, der Faktor D-Antagonist ACH4471 oder der C3-Inhibitor AMY-101 zu nennen 
(186). Die globale „unspezifische“ Inhibition des Komplementsystems erscheint natürlich 
sinnvoll, da so alle negativen Auswirkungen einer Überaktivierung, wie beispielsweise 
Inflammation und Gewebeschädigungen, blockiert werden. Dies würde dementspre-
chend auch auf die fehlgeleitete Funktion von FHR5 durch die Akkumulation auf verän-
derten Oberflächen bei C3-Glomerulopathie abzielen und dieser entgegenwirken. Auf-
grund der zentralen Rolle des Komplementsystems bei der Aufrechterhaltung der Ho-
möostase durch die Eliminierung von verändertem endogenen Material und Pathoge-
nen, gibt es jedoch auch negative Aspekte einer globalen Inhibition. Hier sei 
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insbesondere die Anfälligkeit der Patienten gegenüber schwerwiegender Infektionen, 
beispielsweise durch die bakteriellen Erreger Neisseria meningitidis oder Streptococcus 
pneumoniae, erwähnt (187). Erstrebenswerter als die globale Inhibition des Systems ist 
daher die spezifische Blockade einzelner Komplementregulatoren. Dies gelingt jedoch 
nur, wenn die Funktion und Wirkungsweise der Regulatorproteine vollständig verstanden 
ist.  
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Komplementaktivator FHR5 durch Bindung an 
geschädigtes glomeruläres Gewebe zur Pathogenese von C3-Glomerulopathie beiträgt. 
So wird FHR5 zunächst über die Interaktion mit MAA-Epitopen und Laminin-521 in der 
Niere deponiert. Hypothetisch betrachtet, könnte die Deposition von FHR5 durch die 
Blockierung der Oberflächenbindedomäne (SCRs 5-7) inhibiert werden (82). So könnte 
die Schädigung des glomerulären Gewebes durch die komplementaktivierende Wirkung 
von FHR5 eventuell reduziert werden. Zum derzeitigen Zeitpunkt kann jedoch nur spe-
kuliert werden, ob sich die Inhibierung der Interaktion positiv auswirkt. Hierzu sollten zu-
nächst in vitro Untersuchungen folgen. 




Ergänzende Abbildung 1: FHR5 bindet über MAA-Epitope an veränderte Zellen. Apoptoti-
sche Jurkat Zellen wurden durch Immundepletion in zwei Fraktionen aufgeteilt. Eine Fraktion ex-
ponierte eine hohe Menge an MAA-Epitopen (MAAhigh = IC-n) auf der Zelloberfläche, die andere 
eine geringe Menge (MAAlow ≙ LR04-n). Anschließend wurden beide Fraktionen mit rekombinan-
tem FHR5 (50 nM und 100 nM) inkubiert und die Bindung durchflusszytometrisch unter Verwen-
dung eines FHR5 spezifischen Antiserums detektiert. FHR5 hat mit signifikant höherer Intensität 
an Zellen gebunden, die viele MAA-Epitope auf ihrer Oberfläche exponierten (MAAhigh ≙ IC-n). 
Dieser Versuch wurde im Rahmen einer Kooperation von Dr. Nikolina Papac-Milicevic (Arbeits-
gruppe Prof. Dr. Binder, Medizinische Universität Wien) durchgeführt sowie ausgewertet und die 
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